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3  
 
NUEVOS DESAFÍOS EN ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL 
El principal objetivo de la Química Analítica Verde es la sustitución de 
metodologías contaminantes por otras más limpias, mediante: 
 La reducción de reactivos y disolventes empleados en el pre-tratamiento y 
análisis de las muestras. 
 Minimizar las cantidades y de la toxicidad de los compuestos empleados en las 
etapas de preparación y medida, especialmente mediante automatización y 
miniaturización. 
 El desarrollo de metodologías directas de análisis sin uso de reactivos o 
disolventes y que, por tanto, no generen desechos tóxicos ni peligrosos. 
 
Las técnicas espectroscópicas junto con el uso de la quimiometría pueden ser una 
buena alternativa a los métodos tradicionales, ya que se pueden realizar medidas 
directas de las muestras sin el uso de reactivos ni disolventes. Por ello, mediante el 
uso de espectroscopia de infrarrojo cercano (NIR), medio (MIR) y Raman y, con la 
ayuda de herramientas quimiométricas, se han desarrollado metodologías que 
cumplen con los objetivos de la Química Analítica Verde. 
 
En aquellos casos en los que es necesaria una extracción de los analitos para su 
posterior determinación, se persiguió: 
 Asegurar la alta calidad extracto/producto.  
 El diseño de procesos de extracción reduciendo el consumo de energía. 
 Uso de disolventes alternativos y productos renovables naturales, siendo los 
agro-solventes y bio-solventes los favoritos para reemplazar disolventes 
derivados del petróleo. 
 
Esta Tesis Doctoral se ha estructurado en 3 apartados. 
El primer apartado corresponde a los Objetivos, siendo el principal objetivo del 
proyecto, el desarrollo de una Química Analítica Verde a través de la simplificación 
de las formas de preparación de muestras y el empleo de metodologías directas 
mediante el uso de técnicas espectroscópicas en el análisis de muestras de 
diferente tipo. 
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El segundo apartado corresponde a la Introducción, considerando: 
 Química Analitica Verde.  
Se describen los conceptos fundamentales a partir de los 12 Principios de la 
Química Analítica Verde, así como la evaluación de los métodos analíticos.  
 Espectroscopia vibracional.  
Se resumen los fundamentos de la espectroscopia vibracional en el infrarrojo 
medio, cercano y Raman.  
 Quimiometría.  
Incluye las técnicas multivariantes utilizadas en esta Tesis Doctoral, ya sean 
supervisadas o no supervisadas, junto con  la construcción, validación y 
evaluación de los modelos quimiométricos y descripción de los parámetros y 
pre-procesamientos más importantes. 
  
En el tercer apartado se recogen los Resultados Experimentales y Ámbito de 
aplicación de esta Tesis Doctoral, estructurados en 3 Partes y subdivididos en 9 
capítulos, constituidos por 12 trabajos; 6 de los cuales se han publicado y los 6 
restantes se han enviado a revistas científicas para ser publicados. Al final de cada 
capítulo se exponen las conclusiones más relevantes obtenidas en cada uno de los 
estudios realizados. 
 
Parte 1. Muestras de Alimentos 
 En el Capítulo 1 se desarrolla un método rápido para la determinación de 
grasas, proteínas, hidratos de carbono y valor energético de tarritos de bebé, 
comida rápida para niños y menús de comedores universitarios, mediante el 
uso de medidas NI) y MIR utilizando métodos de calibración multivariante.  
(M.M Cascant, S. Garrigues, M. de la Guardia, Direct determination of major 
components in human diets and baby foods, Ana.l Bioanal. Chem., 407(2015) 
1961:1972) 
 En el Capítulo 2 se describe la determinación de los compuestos polares en 
aceite de fritura a través de 2 trabajos: 
2.A. Comparación de la espectroscopia FT-NIR y FT-MIR en asociación con 
la calibración de mínimos cuadrados parciales (PLS) como herramienta 
verde para la determinación directa de compuestos polares en aceites de 
fritura. 
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2.B. Estudios previos para el desarrollo de un instrumento de bajo coste 
para la evaluación de la calidad del aceite de fritura. 
 En el Capítulo 3, se estudia la determinación del contenido de  los lípidos en 
aceite de salmón, mediante 2 trabajos: 
3.A. Estudio de la extracción de los lípidos del salmón mediante disolventes 
alternativos al hexano con la ayuda de dos métodos computacionales como 
son; el Hansen Solubility Parameter (HSP) y Conductor-like Screening Model 
for Real Solvent (COSMO-RS) y mediante el uso de estudios experimentales 
para comparar los disolventes alternativos empleados con el hexano. 
Cabe mencionar que este trabajo fue realizado en una estancia predoctoral 
de tres meses en el Groupe de Recherche en Eco-Extraction de produits 
Naturels (GREEN) de la Universidad de Avignon (Francia) bajo la supervisión 
del Prof. Farid Chemat. 
(M.M. Cascant, C. Breil, S. Garrigues, M. de la Guardia, A.S. Fabiano-Tixier, 
F. Chemat, A green analytical chemistry approach for lipid extraction: 
computation methods in the selection of green solvents as alternative to 
hexane, Anal. Bioanal. Chem., 409(2017) 3527:3539) 
 3.B. Evaluación de la espectroscopia del infrarrojo cercano en combinación 
con los modelos PLS para la determinación simultánea de i) ácidos grasos 
como ácido oleico, ácido palmítico, ácido linolénico, ácido linoleico, ii) 
familias de ácidos grasos como omega-3, omega-6, ácidos grasos 
poliinsaturados, ácidos grasos monoinsaturados y ácidos grasos saturados, 
y iii) clases de lípidos como triacilglicéridos, diacilglicéridos, ácidos grasos 
libres y ergosterol en aceite de salmón 
Parte de este trabajo, relativo a la obtención de los resultados de 
referencia, se realizó durante la estancia predoctoral antes mencionada en 
el grupo GREEN de la Universidad de Avignon (Francia). 
 El Capítulo 4 se basa en el Control de calidad de aditivos alimentarios mediante 
el uso de espectroscopia Raman e infrarrojo cercano (NIR) 
  
Parte 2. Muestras ambientales y de interés agrícola 
 El Capítulo 5, basado en la evaluación de composts para su posterior uso en la 
agricultura mediante espectroscopia NIR y MIR, se encuentra compuesto por 2 
trabajos: 
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5.A. Determinación de compuestos fenólicos totales 
(M.M. Cascant, M. Sisouane, S. Tahiri, M. El Krati, M.L. Cervera, S. 
Garrigues, M. de la Guardia, Determination of total phenolic compounds 
in compost by infrared spectroscopy, Talanta, 153(2016) 360:365) 
5.B. Predicción del contenido de carbono orgánico y de nitrógeno total  
(M. Sisouane, M.M. Cascant, S. Tahiri, S. Garrigues, M. El Krati, G.E. 
Boutchich, M.L. Cervera, M. de la Guardia, Prediction of organic carbon 
and total nitrogen contents in organic wastes and their composts by 
Infrared spectroscopy and partial least square regression, Talanta, 
167(2017) 352:358) 
En ambos casos las estrategias desarrolladas se basan en las medidas 
directas de las muestras sin tratamiento previo y sin el uso de reactivos ni 
disolventes. Los resultados obtenidos proporcionaron una capacidad 
predictiva aceptable para la determinación de compuestos fenólicos 
totales, mientras que para el caso del contenido de carbono orgánico y 
nitrógeno total los resultados obtenidos fueron aceptables para fines de 
cribado. 
 El Capítulo 6 se refiere al desarrollo de una metodología para la determinación 
rápida y directa de analitos volátiles en suelos, combinando el espacio de 
cabeza (HS) con la espectroscopia infrarroja (FTIR). 
 El Capítulo 7 se basa en la evaluación de un método flexible y automatizado 
para evitar las interferencias espectrales de vapores orgánicos en espectros 
FTIR medidos en fase de vapor, teniendo como compuesto diana la acetona, 
utilizando una metodología que combina el uso de espacio de cabeza con 
espectroscopia infrarroja para muestras de BTEX y EtOH. 
  
Parte 3. Muestras arqueológicas 
 El Capítulo 8 describe un método analítico para la predicción de elementos 
alcalinotérreos y detección de procesos diagenéticos en muestras de huesos 
enterrados mediante espectroscopia de infrarrojo cercano.  
(M.M. Cascant, S. Rubio, G. Gallello, A. Pastor, S. Garrigues, M. de la Guardia, 
Prediction of alkaline earth elements in bone remains by near infrared 
spectroscopy, Talanta, 162(2017) 428:434) 
 En el Capítulo 9 se hace referencia al uso del infrarrojo cercano para el estudio 
y clasificación de huesos quemados. El Análisis de Componentes Principales y la 
clasificación de conglomerados se utilizaron como técnicas exploratorias, a 
Resumen 
 
7  
 
partir de los espectros de los huesos y de los sedimentos, para la selección de 
muestras de hueso quemado menos afectadas por procesos ambientales, para 
realizar adecuadamente estudios forenses. El Análisis Discriminante por 
Mínimos Cuadrados Parciales se utilizó para clasificar las muestras óseas según 
sus condiciones de combustión, y además, se construyeron modelos de 
regresión por mínimos cuadrados parciales para predecir la concentración de 
calcio, magnesio y estroncio de las muestras óseas. 
(M.M. Cascant, S. Rubio, G. Gallello, A. Pastor, S. Garrigues, M. de la Guardia,  
Burned bones forensic investigations employing near infrared spectroscopy, 
Vibrational Spectroscopy, 90 (2017) 21:30) 
 
Para finalizar, se presentan las Conclusiones generales de esta Tesis Doctoral; 
indicando que la espectroscopia vibracional combinada con el uso de 
herramientas quimiométricas ofrece una buena alternativa a los métodos 
tradicionales, siguiendo los principales objetivos de la Química Analítica Verde. 
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NEW CHALLENGES IN VIBRATIONAL SPECTROSCOPY 
The main objective of Green Analytical Chemistry is to replace polluting 
methodologies with cleaner ones by: 
 Reducing reagents and solvents used in the pre-treatment and analysis of the 
samples. 
 Minimizing the amounts and toxicity of the compounds used in the preparation 
and measurement steps, especially through automation and miniaturization. 
 Developing direct analysis methodologies without the use of reagents or solvents 
which, therefore, do not generate toxic or hazardous waste. 
 
Spectroscopic techniques together with the use of chemometrics can be a good 
alternative to traditional methods, since direct measurements of the samples can 
be made without the use of reagents or solvents. Therefore, through the use of 
near infrared (NIR), middle (MIR) and Raman spectroscopy combined with 
chemometric tools, methodologies have been developed in order to meet the 
objectives of Green Analytical Chemistry. 
 
In those cases in which an extraction of the analytes is necessary for their 
subsequent determination, it was pursued to:  
 Ensure high quality extract / product. 
 Design extraction processes reducing energy consumption. 
 Use alternative solvents and natural renewable products, being agro-
solvents and bio-solvents the favorite to replace solvents derived from 
petroleum. 
 
This Doctoral Thesis has been structured in 3 sections. 
The first section corresponds to the Objectives, being the main objective of the 
project, the development of a Green Analytical Chemistry through the simplification 
of the sample preparation and the use of direct measurement methodologies by 
using spectroscopic techniques in the analysis of different kind of samples. 
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Second section corresponds to the Introduction, considering: 
 Green Analytical Chemistry. 
Fundamental concepts starting from the 12 Principles of Green Analytical 
Chemistry are described, as well as the greenness evaluation of analytical 
methods. 
 Vibrational spectroscopy. 
Vibrational spectroscopy fundamentals in the middle, near infrared and Raman 
are summarized. 
 Chemometrics. 
The multivariate techniques used in this Doctoral Thesis are comprehended here, 
whether supervised or unsupervised, together with the construction, validation 
and evaluation of the chemometric models and the description of the most 
important parameters and data pre-processing methods applied. 
 
In the third section, the Experimental Results and Scope of this Doctoral Thesis are 
presented and discussed. This section is structured in 3 parts and subdivided into 9 
chapters, consisting of 12 works; 6 of which have been already published and the 
remaining 6 have been sent to scientific journals to be published. At the end of each 
chapter the most relevant conclusions obtained in each of the studies are 
presented. 
 
Part 1. Food Samples 
 Chapter 1 corresponds to the development of a fast method for the 
determination of fats, proteins, carbohydrates and energetic values for baby jars, 
children´s fast food, and university canteens menus, by using NIR and MIR 
spectroscopy, and using multivariate calibration methods. 
(M.M Cascant, S. Garrigues, M. de la Guardia, Direct determination of major 
components in human diets and baby foods, Anal. Bioanal. Chem., 407(2015) 
1961:1972) 
 Chapter 2 describes the polar compounds determination in frying oil through 2 
works: 
2.A. Comparison of FT-NIR and FT-MIR spectroscopy in association with 
partial least squares (PLS) calibration models as a green tool for the direct 
determination of polar compounds in frying oils. 
Abstract 
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2.B. Previous studies for low cost instrument development for frying oil 
quality evaluation. 
 In Chapter 3, the determination of the lipid content in salmon oil is studied by 
means of 2 works: 
3.A. Study of lipid extraction from salmon using alternative solvents to 
hexane by using two computational methods such as; Hansen Solubility 
Parameter (HSP) and Conductor-like Screening Model for Real Solvent 
(COSMO-RS) and by using experimental studies to compare the alternative 
solvents used with hexane as a reference. 
It should be mentioned that this work was carried out in a three-month 
predoctoral stay at the Groupe de Recherche en Eco-Extraction of produits 
Naturels (GREEN) of the University of Avignon (France) under the 
supervision of Prof. Farid Chemat. 
(M.M. Cascant, C. Breil, S. Garrigues, M. de la Guardia, A.S. Fabiano-Tixier, F. 
Chemat, A green analytical chemistry approach for lipid extraction: 
computation methods in the selection of green solvents as alternative to 
hexane, Anal. Bioanal. Chem. 409(2017) 3527:3539). 
3.B. Evaluation of the near infrared spectroscopy in combination of PLS 
models for the simultaneous determination of: i) fatty acids as oleic acid, 
palmitica acid, linolenic acid, linoleic acid, ii) fatty acid families as omega-3, 
omega-6, poliunsturated fatty acids, monounsaturated fatty acids and 
saturated fatty acids, and iii) lipid class as triacylglycerides, diacylglycerides, 
free fatty acids and ergosterol in salmon oil. 
Part of this work, related to obtaining the reference results, was performed 
during the abovementioned predoctoral stay in the group GREEN of the 
University of Avignon (France). 
 Chapter 4 is based on the Quality Control of Food Additives through the use of 
Raman and NIR for direct measurement of samples contained into glass vials. 
 
Part 2. Environmental and agricultural interest samples 
 Chapter 5, is devoted to the evaluation of composts for later use in agriculture 
using NIR and MIR spectroscopy, and consists of 2 works: 
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5.A. Determination of total phenolic compounds 
(M.M. Cascant, M. Sisouane, S. Tahiri, M. El Krati, M.L. Cervera, S. Garrigues, 
M. de la Guardia, Determination of total phenolic compounds in compost by 
infrared spectroscopy, Talanta, 153(2016) 360:365). 
 
5.B. Prediction of organic carbon and total nitrogen content 
(M. Sisouane, M.M. Cascant, S. Tahiri, S. Garrigues, M. El Krati, G.E. 
Boutchich, M.L. Cervera, M. de la Guardia, Prediction of organic carbon and 
total nitrogen contents in organic wastes and their composts by Infrared 
spectroscopy and partial least square regression, Talanta, 167(2017) 
352:358). 
In both cases developed strategies are based on the direct measurement of 
samples without previous pretreatment or the use of neither reagents nor 
solvents. Results obtained provided an acceptable predictive capability for 
determination of total phenolic compounds instead the poor capability for 
organic carbon and nitrogen content that is acceptable for screening 
purposes. 
 Chapter 6 deals with the development of a methodology for the rapid and direct 
determination of volatile analytes in soils, combining headspace (HS) with 
infrared spectroscopy (FTIR). 
 Chapter 7 is based on the evaluation of a flexible and automated method to 
avoid the spectral interferences of organic vapors in FTIR spectra measured in 
vapor phase, having acetone as a target compound, using a methodology that 
combines the headspace use with infrared spectroscopy for BTEX and EtOH 
samples. 
 
Part 3. Archaeological samples 
 Chapter 8 describes an analytical method for the prediction of alkaline earth 
elements and detection of diagenetic processes in buried bones samples by near-
infrared spectroscopy. 
(M.M. Cascant, S. Rubio, G. Gallello, A. Pastor, S. Garrigues, M. de la Guardia, 
Prediction of alkaline earth elements in bone remains by near infrared 
spectroscopy, Talanta, 162(2017) 428:434) 
 Chapter 9 refers to the use of the near infrared for the study and classification of 
burned bones. Bone and sediment spectra were treated by Principal Component 
Analysis and cluster classification as exploratory techniques to select burned 
Abstract 
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bone samples, less affected by environmental processes, to properly carry out 
forensic studies. Partial Least Square Discriminant Analysis was used to classify 
bone samples based on their burning conditions, and Partial Least Square 
regression models were built to predict calcium, magnesium and strontium 
concentration of bone samples. 
(M.M. Cascant, S. Rubio, G. Gallello, A. Pastor, S. Garrigues, M. de la Guardia,  
Burned bones forensic investigations employing near infrared spectroscopy, 
Vibrational Spectroscopy, 90 (2017) 21:30) 
 
Finally, the Final Conclusions of this Doctoral Thesis are presented; indicating that 
vibrational spectroscopy with the use of chemometrics tools offers a good 
alternative to traditional methods, keeping the objectives of Green Analytical 
Chemistry. 
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1. OBJETIVOS 
El principal objetivo de esta Tesis es el uso de la espectroscopia vibracional como 
método de análisis para el desarrollo de una Química Analítica Verde en diferentes 
ámbitos de aplicación como pueden ser muestras de: alimentos, ambientales y 
arqueológicas. 
Los métodos empleados habitualmente para el análisis de estas muestras implican 
un elevado tiempo de análisis, manipulación de las muestras, un gran consumo de 
disolventes y por consiguiente la generación de residuos, siendo así perjudiciales 
tanto para el operador como para el medio ambiente. Por tanto, es necesario 
disponer de metodologías analíticas que minimicen o eliminen estos efectos con el 
fin de aproximarse a la Química Analítica Verde. En este sentido, esta Tesis 
Doctoral evalúa la espectroscopia vibracional como posible alternativa a los 
métodos habituales con el fin de obtener métodos de análisis más “verdes”. 
 
En cuanto los objetivos específicos de la presente Tesis se detallan a continuación, 
según su ámbito de aplicación: 
 
Muestras de alimentos 
 El desarrollo de metodologías para la determinación simultánea de 
componentes mayoritarios en alimentos. 
 Análisis directo de componentes minoritarios y de interés en alimentos. 
 Cuando el análisis directo no era aplicable, y fue necesaria una extracción de los 
analitos se intentó reducir el uso de disolventes o se utilizaron disolventes 
alternativos tales como los agro-solventes y bio-solventes para reemplazar 
disolventes derivados del petróleo. 
 Desarrollo de sistemas de evaluación de bajo coste para su aplicación en el 
análisis de rutina. 
 Control de calidad de productos acabados in situ, sin necesidad de 
transportarlos hasta el laboratorio. 
 
Muestras ambientales 
 Evaluación de parámetros en composts para su posterior uso en agricultura 
mediante espectroscopia NIR y MIR para ofrecer una alternativa no destructiva, 
rápida y relativamente barata a los métodos tradicionales. 
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 Determinación directa de analitos volátiles en suelos para evitar la 
manipulación de la muestra. 
 Evaluación de un método flexible y automatizado para evitar las interferencias 
espectrales de los vapores orgánicos en los espectros FTIR medidos en fase 
vapor. 
 
Muestras arqueológicas 
 Detección de procesos diagenéticos que alteran las propiedades de los huesos 
enterrados. 
 Predicción de elementos alcalinotérreos en restos óseos. 
 Clasificación de huesos quemados con fines forenses. 
 
En resumen, mediante esta Tesis Doctoral se pretende demostrar las distintas 
capacidades, ya sean cuantitativas o cualitativas, que presenta el empleo de la  
espectrosopia vibracional junto con la Quimiometría, en distintos ámbitos de 
aplicación, para minimizar la manipulación de muestras, tiempo de análisis así 
como el uso de reactivos y disolventes, proporcionando una alternativa sostenible 
a los métodos tradicionales. 
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2. INTRODUCCIÓN 
 
2.1. Química Analítica Verde 
La “Química Verde” propone el empleo de técnicas y metodologías capaces de 
reducir o incluso eliminar el consumo de materias primas, productos, 
subproductos, disolventes, reactivos y la generación de desechos, que son 
peligrosos para la salud del ser humano o para el medio ambiente [1]. En 1998, 
Anastas y Warner [1] propusieron los 12 Principios de la Química Verde, que son 
un conjunto de criterios ampliamente aceptados para evaluar cuanto "verde" es 
un proceso, así como la aceptabilidad medioambiental de los procesos de 
fabricación de los productos químicos. En 2005, Tang, Smith y Poliakoff [2] 
propusieron una regla mnemotécnica, explicada en pocas palabras, para recordar 
de una manera más fácil los 12 Principios de la Química Verde con el objetivo de 
memorizar estos conceptos con más facilidad que se basaba en el acrónimo 
PRODUCTIVELY (Figura 1). 
 
 
 
Figura 1. 12 Principios de la Química Verde descritos de forma 
mnemotécnica: PRODUCTIVELY 
  
En la década de los 90, se publicaron los primeros libros y ponencias, y se 
organizaron simposios sobre la química verde. Las primeras revistas dedicadas a la 
química verde fueron Journal of Clean Processes and Products (desde 1998) y 
Green Chemistry (desde 1999) [3]. La primera conferencia internacional sobre el 
tema fue organizada en septiembre de 1997 en Viena bajo el patrocinio de la 
IUPAC. Desde entonces, se han organizado periódicamente conferencias 
científicas similares [4].  
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En el año 2000, surge la idea de Química Analítica Verde a partir de la Química 
Verde [5], en la que los químicos analiticos trabajan para encontrar métodos más 
respetuosos con el medio ambiente [6-11].  
En 2013, Galuszka, Migaszewski y Namiesnik [12] sugirieron que los 12 principios 
de la Química Verde debían ser revisados para encontrar una aplicación más 
completa en la Química Analítica. Para ello, utilizaron cuatro de los principios 
proporcionados por Anastas y Warner [1] y los complementaron con ocho nuevos 
principios con mayor importancia para la Química Analítica Verde (ver Figura 2). 
 
 
 
Figura 2. 12 Principios de la Química Analítica Verde 
Introducción. Química Analítica Verde 
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Además, expresaron estos nuevos 12 Principios de la Química Analítica Verde de 
forma mnemotécnica mediante la palabra SIGNIFICANCE (Figura 3). 
 
 
Figura 3. 12 Principios de la Química Analítica Verde 
descritos de forma mnemotécnica: SIGNIFICANCE 
 
En 2012, Gałuszka, Konieczka, Migaszewski y Namiesnik [13] propusieron la Eco-
escala analítica como un nuevo enfoque para evaluar cuánto de “verde” es la 
metodología analítica usada. Este enfoque se basa en la asignación de puntos de 
penalización en las diferentes etapas del proceso analítico dependiendo de la 
cantidad de reactivos, peligros, energía y residuos utilizados. La suma de puntos 
de penalización para todo el procedimiento se incluirá en el cálculo de Eco-escala 
de acuerdo con la Ecuación 1, siendo 100 el método analítico “verde” ideal. 
 
Eco-escala analítica = 100 – Total puntos de penalización  Ecuación 1 
 
Esta evaluación de los métodos analíticos ha sido recientemente modificada por 
Armenta, de la Guardia y Namiesnik (2017) [14] mediante la asignación de puntos 
de penalización como una función de las cantidades de los reactivos y residuos, 
clasificando los métodos mediante el llamado “Green Certificate”. Dicha eco-
escala se basa en la aplicación de códigos de colores y letras; de la A a la G, siendo 
la clase A la que corresponde con los métodos analíticos más “verdes”. La 
puntuación de los métodos evaluados se asocia con el número de puntos de 
penalización asignados según el uso de reactivos, así como la cantidad utilizada de 
los mismos, su peligrosidad, la energía consumida, los posibles riesgos laborales y 
los residuos generados. 
Mari Merce Cascant. Tesis Doctoral  
 
26  
 
Por lo tanto, de acuerdo con los 12 Principios de la Química Analítica Verde, el 
método analítico verde ideal se caracteriza por eliminar o minimizar el uso de 
reactivos, la energía y la generación de residuos. Teniendo en cuenta que estos 
criterios sólo se satisfacen por aquellos métodos que no requieran muestreo, 
transporte y preparación de las muestras, los métodos de detección remota, los 
métodos no invasivos y las mediciones de campo serian los más adecuados [15], 
[16]. Además, todos los desarrollos en quimiometría mejorarán las capacidades 
multiparamétricas de los instrumentos antes mencionados con el fin de 
proporcionar tanta información como sea posible con un consumo reducido de 
reactivos y pocas medidas [16]. 
Las técnicas espectroscópicas vibracionales como el MIR, NIR y Raman son, 
frecuentemente, no destructivas y podrían proporcionar un análisis muy rápido, 
sin ningún tratamiento previo de la muestra, pudiéndose utilizar para el análisis de 
muestras sólidas, líquidas o gases ya sea a nivel macroscópico o microscópico, y 
con poca cantidad. Estas técnicas permiten realizar análisis cualitativos mediante 
identificación de los analitos, análisis cuantitativos, así como el monitoreo y 
control de las distintas etapas del proceso de producción. Además, la 
espectroscopia vibracional permite la determinación de varios analitos de manera 
simultánea en una sola medida, sin la necesidad de separarlos previamente, 
proporcionando mayores beneficios en el sentido de menor consumo de reactivos, 
manipulación de muestras y velocidad de análisis [17]. Por otra parte, cuando no 
se requiere disolución de la muestra, se evita el empleo de reactivos 
potencialmente peligrosos, lo que claramente beneficia la salud de los operadores 
y el medio ambiente, reduciéndose el coste del tratamiento externo de los 
desechos químicos. Adicionalmente, la espectroscopia NIR y Raman, permiten el 
análisis de productos envasados a través de diferentes tipos de contenedores de 
muestras, como bolsas, viales o botellas de diversos materiales. Sin embargo, sólo 
es posible realizar este tipo de medidas si el material del envase es transparente o 
el envase tiene una ventana adecuada para la radiación. En este sentido presentan 
las siguientes ventajas: i) la medición directa sin manipulación de las muestras, ii) 
conservación de las muestras dentro de los viales después del análisis, lo que 
significa que pueden emplearse/consumirse o almacenarse y iii) ausencia de 
alteraciones por el operador o el entorno del laboratorio [15]. 
Por tanto, las técnicas espectroscópicas vibracionales, como el MIR, NIR y Raman, 
pueden ofrecer un análisis rápido, directo, con poca cantidad de muestra, sin el 
uso de reactivos ni disolventes, siendo respetuosa con el medio ambiente y 
proporcionando seguridad al analista. Sin embargo, para la determinación de los 
componentes de una muestra mediante estas técnicas no invasivas, es necesario 
el uso de la Quimiometría, que permite el tratamiento de los datos 
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proporcionando información química a partir de los datos espectrales y reduce la 
necesidad de calibraciones externas y procedimientos específicos para la 
determinación de cada una de las propiedades o componentes de una muestra, 
una vez establecidos los modelos multivariantes. Por lo tanto, la Quimiometría 
puede considerarse una estrategia “verde” que puede emplearse para mejorar los 
métodos de detección no invasiva o remota con el fin de obtener información 
precisa y exacta a partir de señales directas, evitando una gran cantidad de 
reactivos, energía y mano de obra [18]. 
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2.2. Espectroscopia vibracional: Fundamentos e Instrumentación 
La espectroscopia se basa en las interacciones de la materia con la radiación 
electromagnética, la cual se clasifica en varias regiones según su frecuencia, 
abarcando una enorme gama de longitudes de onda y por tanto, de energías 
(Figura 4). La radiación electromagnética se representa convenientemente como 
campos eléctricos y magnéticos que experimentan en fase oscilaciones 
sinusoidales en ángulos rectos entre sí y respecto a la dirección de propagación. 
En la Figura 4 se representa, en dos dimensiones, el componente eléctrico del haz,  
dónde la amplitud (A) de la onda es la longitud del vector del campo eléctrico en el 
máximo de la onda, mientras que la longitud de onda (λ) es la distancia entre 
máximos sucesivos. El periodo (p) de la radiación es el tiempo en segundos que se 
requiere para el paso de máximo o mínimos sucesivos por un punto fijo en el 
espacio y la frecuencia (ν) es el número de oscilaciones del campo que ocurren por 
segundo, y es igual a 1/p [19].  
 
 
 
Figura 4. Espectro electromagnético. 
 
El número de onda (?̅?) es otra forma de describir la radiación electromagnética, 
siendo este término más utilizado en espectroscopia NIR y Raman.  El número de 
onda (?̅?), la longitud de onda (λ) y la frecuencia (ν) están relacionados por la 
Ecuación 2 [20, 21]: 
?̅? = 1/λ = ν/c  Ecuación 2 
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donde c es la velocidad de la luz en el vacío. 
La energía (E) que transportan las ondas electromagnéticas viene dada por la 
siguiente ecuación:  
E = hν  Ecuación 3 
siendo h la constante de Planck, con un valor de 6.6254x10-34 joule segundo, y ν la 
frecuencia, por lo que la diferencia entre las distintas espectroscopias que existen 
radica en el tipo de procesos a los que pueden dar lugar la energía de la radiación 
electromagnética. 
Los métodos espectrométricos son aquellos métodos capaces de medir la 
intensidad de la radiación y están basados en la espectroscopia atómica y 
molecular. En la Tabla 1 se pueden observar los métodos espectrométricos 
clasificados según la región de la radiación electromagnética y el tipo de transición 
cuántica que se produce [19]. 
 
Tabla 1. Métodos espectroscópicos basados en la radiación electromagnética. 
 
Nota: 1 Å = 10-8 cm; 1 nm = 10-7 cm; 1 µm = 10-4 cm 
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La espectroscopia infrarroja (IR) y la espectroscopia Raman son metodologías 
basadas en vibraciones a nivel molecular que, aunque hay similitudes entre los 
espectros Raman y los espectros en el infrarrojo, hay suficientes diferencias entre 
las clases de grupos que son activos en uno u otro para hacer que las técnicas sean 
complementarias y no competitivas. Para obtener un espectro IR es necesario un 
cambio en el momento dipolar de la molécula durante la vibración [21], mientras 
que en el caso de la espectroscopia Raman es necesario un cambio en la 
polarizabilidad de la molécula [22]. 
 
2.2.1. Espectroscopia infrarroja  
La espectroscopia de absorción IR se asocia a excitaciones vibracionales y 
rotacionales en moléculas, sin producirse transiciones electrónicas ya que la 
energía de radiación es insuficiente. Por tanto, los espectros infrarrojos se originan 
a partir de transiciones entre niveles vibracionales de la molécula en el estado 
electrónico básico (Figura 5).  
 
Figura 5. Diagrama de nivel de energía de los estados implicados en la señal IR y Raman. 
 
 
Así mismo, tanto desde el punto de vista de las aplicaciones como de los 
instrumentos, el rango espectral IR se divide en tres regiones, infrarrojo lejano, 
medio y cercano, asociadas cada una de ellas a diferentes transiciones [23], siendo 
el IR medio y el cercano los más interesantes y utilizados. 
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 Región del IR lejano (FIR, del inglés Far Infrared), comprende entre 50 y 1000 
μm, es decir de 200 a 10 cm-1, produciéndose bandas de absorción a baja 
frecuencia, vibraciones esqueléticas, vibraciones de fonón cristalino y 
vibraciones intermoleculares.  
 
 Región del IR medio (MIR, del inglés Mid Infrared), que abarca entre 2.5 y 50 
μm, es decir entre 4000 y 200 cm-1, dónde se producen vibraciones 
intramoleculares fundamentales.  
 
 Región del IR cercano (NIR, del inglés Near Infrared), comprendida entre 0.7 y 
2.5 μm, es decir entre 14300 y 4000 cm-1, observándose vibraciones de 
armónicos y combinaciones de modos vibracionales fundamentales.  
 
2.2.1.1. Instrumentación IR 
Los primeros instrumentos IR utilizados eran en su mayoría de tipo dispersivo y 
usaban redes de difracción, hasta que, a principios de los años ochenta, se 
introdujeron los nuevos instrumentos de transformada de Fourier basados en el 
interferómetro de Michelson, aportando una mayor sensibilidad, una mejor 
relación señal/ruido, mejor precisión y exactitud y mayor velocidad de adquisición.  
En los espectrómetros IR de transformada de Fourier (véase Figura 6) el haz de 
radiación infrarroja es generado en la fuente y después de su colimación se dirige 
hacia el interferómetro por medio de un espejo. El láser de He-Ne sigue a la 
radiación infrarroja a través del interferómetro con el fin de determinar el 
desplazamiento del espejo móvil y conocer así la longitud de onda a la que se 
produce la absorción de la radiación. Posteriormente, un espejo ajustable conduce 
el haz procedente del interferómetro hasta la muestra, llegando a través del 
compartimento de la muestra a un detector térmicamente estable. Un sistema de 
adquisición de datos registra la señal y la almacena en la memoria de una 
computadora en forma de interferograma. Un interferograma es básicamente la 
representación de la intensidad frente al tiempo, a partir del cual y mediante la 
operación matemática denominada transformada de Fourier, se obtiene un 
espectro en el que se representa la intensidad en función de la frecuencia [24]. 
Para obtener interferogramas satisfactorios y, por tanto, espectros satisfactorios, 
es necesario que la velocidad del espejo móvil sea constante y que su posición se 
conozca con exactitud en cualquier instante. También debe permanecer fijo el 
plano del espejo a lo largo de todo el recorrido. 
Para obtener el espectro de una muestra con este tipo de instrumento, en primer 
lugar se obtiene un interferograma de fondo (o background) y luego es sometido a 
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la transformada de Fourier para obtener el espectro del background. A 
continuación se coloca la muestra en el accesorio de medida para obtener del 
mismo modo el espectro de la muestra. Sin embargo, este espectro contiene tanto 
información de la misma muestra como del background, por lo que el software del 
instrumento obtiene directamente el espectro de la muestra calculando el 
cociente entre la señal de la muestra y la del background [24]. 
 
 
Figura  6.Diagrama de un espectrómetro básico de IR de transformada de Fourier 
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2.2.1.2. Espectroscopia infrarroja en la zona del IR medio (MIR) 
Las fuentes de radiación más usadas en el MIR constan de un sólido inerte que se 
calienta eléctricamente a una temperatura comprendida entre 1500 K y 2200 K, y 
pueden ser de tipo globar o emisor de Nerst, filamento de nicromo además del 
arco de mercurio para el FIR, y la lámpara de filamento de tungsteno para el NIR o 
fuente láser de dióxido de carbono [19]. Además, existen tres tipos de detectores: 
los detectores térmicos, los detectores piroeléctricos y los detectores 
fotoconductores. Los dos primeros se encuentran por lo común en los fotómetros 
y en los espectrofotómetros dispersivos, mientras que los detectores 
fotoconductores se encuentran en los instrumentos multiplex o de transformada 
de Fourier. 
 
El espectro MIR, el cual se encuentra en la región espectral comprendida entre 
4000 y 200 cm-1, puede dividirse aproximadamente en cuatro regiones [21]: 
 Región comprendida entre 4000 y 2500 cm-1, en la que aparecen las bandas de 
absorción características al estiramiento del enlace X-H.  
 Región comprendida entre 2500 y 2000 cm-1, denominada región del triple 
enlace, ya que es en ella donde aparecen sus bandas de absorción 
características. 
 Región comprendida entre 2000 y 1500 cm-1, considerada la región del doble 
enlace. 
 Región comprendida entre 1500 y 600 cm-1, o de la llamada huella dactilar. 
 
Debido a la excitación de los grupos moleculares por el haz de radiación infrarroja 
los movimientos vibracionales que se generan en los enlaces de la molécula 
pueden ser de tensión o de flexión. Las tensiones provocan un estiramiento o 
estrechamiento del enlace y las flexiones generan una deformación del ángulo del 
enlace (Figura 7). En el caso de que un átomo forme más de un enlace, los 
movimientos también pueden presentarse como simétricos y antisimétricos. 
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Figura 7. Modos de vibración de las moléculas. 
 
2.2.1.3. Espectroscopia infrarroja en la zona del IR cercano (NIR) 
La mayor parte de los espectrómetros NIR están equipados con lámparas de 
tungsteno-halógeno con ventanas de cuarzo. Los detectores varían desde 
fotoconductores de PbS y PbSe hasta fotodiodos de InSb e InAs; Además podemos 
encontrar detectores en serie, como los de InGaAs, para ser empleados en esta 
región. 
Las absorciones observadas en la región del IR cercano, comprendido en la región 
espectral entre 14000 y 4000 cm-1, están causadas por tres mecanismos 
diferentes: 
 Sobretonos de las vibraciones fundamentales que ocurren en la región del 
infrarrojo medio (4000-200 cm-1), producidos debido a que el comportamiento 
de las moléculas se acerca a un modelo de oscilador anarmónico en el que los 
niveles de energía no están homogéneamente espaciados, disminuyendo así la 
energía al aumentar la frecuencia fundamental de la vibración del enlace (ν). 
∆Evib = h ν [1 – (2 ν + ∆ν + 1)y]   Ecuación 4  
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donde ν es la frecuencia fundamental de la vibración del enlace que genera una 
banda de absorción en el infrarrojo cercano, h es la constante de Planck e y es 
el factor de anarmonicidad. Las transiciones entre estados vibracionales no 
continuos dan lugar a las bandas de absorción denominadas sobretonos. 
 Bandas de combinación de las vibraciones fundamentales, producidas en 
moléculas poliatómicas, dónde dos o más modos vibracionales pueden 
interaccionar, causando cambios de energía simultáneos y generando las 
bandas de absorción denominadas bandas de combinación. 
 Absorciones electrónicas, causadas por el movimiento de los electrones desde 
una órbita a otra de mayor energía. 
Estos mecanismos hacen que el espectro NIR sea tan complejo. La intensidad de 
las bandas NIR depende del cambio del momento dipolar y de la anarmonicidad 
del enlace. 
 
2.2.1.4. Métodos de medida 
Una de las grandes ventajas de la espectroscopia IR es su versatilidad, ya que 
permite estudiar prácticamente cualquier tipo de muestra ya sea líquida, sólida o 
gas y, dependiendo del estado físico de la muestra que se vaya a analizar, los 
espectros se pueden registrar mediante medidas de reflectancia o de transmisión.  
 
 En las medidas de transmisión se establece la relación entre la potencia 
incidente y la transmitida, pasando el haz de radiación a través de la muestra 
antes de llegar al detector. Este método de medida se aplica a sustancias que 
no son opacas a la radiación IR. 
Para la obtención de espectros en el MIR de muestras en fase gas mediante 
medidas en transmisión, se utiliza una celda de gases como la ilustrada 
esquemáticamente en la Figura 8. Este tipo de celda consiste en un cilindro de 
unos 45 mm de diámetro con dos conexiones que se puedan cerrar con llaves y 
que son resistentes al vacío, cerradas en los extremos con dos ventanas de un 
material transparente a la radiación IR. 
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Figura 8. Esquema de una celda de gases para medidas de transmisión 
 
Si la celda está en mal estado, las ventanas no están perfectamente paralelas o 
el grueso de las ventanas es del mismo orden que el paso óptico, estas medidas 
no van a poder ser practicables. Cuando hay que determinar trazas en gases 
poco absorbentes se usan celdas de multireflexión, que mediante un sistema 
de espejos permiten alcanzar caminos ópticos incluso de centenares de metros. 
Para la obtención de espectros MIR de muestras líquidas, se utilizaban celdas 
de flujo como la ilustrada en la Figura 9, siendo los cristales de CaF2, ZnSe, KBr y 
KRS-5 (bromoioduro de talio) los más usados [25]. Una vez cerradas pueden 
contener disolventes con puntos de ebullición por encima de 60 oC, aunque hay 
que tener en cuenta que la muestra se calienta con el paso de la radiación y 
que el consiguiente aumento de presión puede traducirse en la evaporación 
parcial o completa de la muestra por fugas entre las ventanas y el espaciador. 
Normalmente se montan una vez y se reutilizan.  
 
Figura 9. Representación gráfica de una celda de flujo 
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Una consideración importante en el uso de celdas es el tipo de material de las 
ventanas, ya que debe ser transparente a la radiación infrarroja incidente.  
En la Tabla 2 se enumeran los distintos materiales más usados en las ventanas 
de las celdas para el infrarrojo medio [21]. 
 
Tabla 2. Materiales empleados en las ventanas de las celdas 
 
 
Las medidas de muestras líquidas mediante NIR se obtienen directamente 
utilizando viales de vidrio transparentes. En la Figura 10 se representa 
esquemáticamente la medida de transmisión de una muestra líquida a través 
de un vial. 
 
 
Figura 10. Ilustración esquemática del modo transmisión de la radiación IR a través 
de una muestra líquida situada en un vial de vidrio. 
 
 Las medidas de reflectancia se pueden dividir en reflectancia total atenuada 
(ATR, del inglés Attenuated Total Reflectance) y en reflectancia difusa (DR, del 
inglés Diffuse Reflectance) 
La técnica ATR fue desarrollada simultánea e independientemente por Harrick  
[26] y Fahrenfor [27] en los años 60. ATR es un tipo de espectroscopia de 
reflexión interna en la que la muestra se coloca en contacto con un elemento 
de reflexión interna (IRE) de alto índice de refracción. A continuación, la 
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radiación infrarroja se enfoca en el borde del IRE, se refleja a través del mismo, 
y luego se dirige a un detector adecuado [28]. En la Figura 11 se ha 
representado esquemáticamente una celda horizontal ATR. Su principal ventaja 
es que, al ser horizontal, una de las caras del IRE queda recubierta totalmente 
por la muestra. En el caso de muestras sólidas es necesario aplicar una presión 
para conseguir un buen contacto entre muestra y el IRE [29]. 
 
 
 
Figura 11. Esquema de una celda horizontal ATR 
 
El número total de reflexiones (N) depende del ángulo de incidencia de la 
radiación, pero puede modificarse también según sea el grosor y la longitud del 
cristal. Un cristal más delgado y largo, proporcionará un mayor número de 
reflexiones según la Ecuación 5, aumentando así tanto la sensibilidad de la 
medida como la señal del disolvente [30]. Además se produce también un 
aumento en el ruido de fondo. 
N = L / t cot α   Ecuación 5 
donde L es la longitud del IRE, t el espesor y α el ángulo de incidencia.  
Los cristales ATR tienen que tener un índice de refracción lo más alto posible 
(para que sea mayor que el de la mayoría de las muestras) y ser insolubles en el 
disolvente que se use (particularmente, en agua). Los materiales que más se 
emplean son el diamante, el seleniuro de zinc (ZnSe)  y el germanio. El 
diamante es el material ideal ya que es resistente a las ralladuras, pH extremos 
y oxidantes y reductores, y a veces se usa en forma de película para proteger 
otro tipo de cristales. Otros posibles materiales son el telururo de 
cadmio (CdTe), el zafiro (Al2O3) o el dióxido de zirconio (ZrO2). 
 
El fenómeno de reflectancia difusa se produce, según Kubelka-Munk (K-M) 
[31], debido a la difusión de la radiación en todas direcciones después de incidir 
sobre las partículas de una muestra, como puede verse en la Figura 12, que 
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ilustra esquemáticamente la interacción de la radiación de luz con las partículas 
de una muestra y la generación de la reflectancia difusa. 
 
 
 
Figura 12. Ilustración esquemática de la interacción de la radiación IR con una 
muestra sólida para generar un espectro de reflectancia difusa. 
 
Para obtener el espectro de una muestra mediante reflectancia difusa, en 
primer lugar se obtiene un background de la esfera integradora, la cual se 
caracteriza por las múltiples reflexiones de la radiación entrante en la misma. A 
continuación, se obtiene el espectro de la muestra ya sea mediante el uso de 
viales de cristal transparentes o mediante el uso de la sonda. 
Dependiendo del tamaño de partícula, de los índices de refracción y de otros 
fenómenos físicos, la representación del espectro cambiará. Además de la 
reflectancia difusa, existe la reflectancia especular, que es la que se produce 
con ángulo igual al de incidencia de la radiación, que no aporta información 
sobre la composición de la muestra, por lo que solo contribuye al ruido. 
Las sondas de fibra óptica transportan la radiación NIR directamente al 
contenedor de la muestra o a la muestra, pudiéndose realizar medidas rápidas 
e in situ, sin la necesidad de recoger las muestras y llevarlas al laboratorio. La 
luz reflejada o transmitida vuelve al detector para ser procesada. 
 
2.2.2. Espectroscopia Raman 
El fundamento de la técnica se basa en el efecto Raman, que consiste en la 
dispersión inelástica de una fracción de la luz incidente en la muestra, la cual sufre 
un cambio de frecuencia debido al intercambio de energía con la materia en dicha 
colisión, según la ecuación 3. 
Al hacer incidir un haz de luz monocromático, de frecuencia ν0, sobre una muestra, 
éste se dispersa mayoritariamente de manera elástica (dispersión Rayleigh) y, 
también en una cantidad de luz dispersada inelásticamente. Mientras que la 
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radiación dispersada elásticamente tiene la misma frecuencia (longitud de onda) 
que la incidente y no aporta ninguna información sobre la composición de la 
muestra analizada, la radiación dispersada inelásticamente, llamada dispersión 
Raman,  es la que proporciona información sobre la composición molecular de la 
muestra, habiendo dos tipos de dispersión (ver Figura 5): 
 Dispersión Raman Stokes, dónde la radiación dispersada tiene menor energía 
que la incidente (la que tiene menor frecuencia). 
 Dispersión Raman Anti-Stokes, la radiación dispersada tiene mayor energía que 
la incidente, es decir tiene una mayor frecuencia. 
Microscópicamente, este efecto se puede describir como una excitación de la 
nube electrónica de la molécula debido a la interacción con el fotón incidente. 
Este provoca la excitación de la molécula a un estado excitado virtual, emitiendo 
otro fotón con el objetivo de regresar al estado fundamental, sin embargo, si el 
choque ha sido inelástico y se ha perdido o ganado energía, la molécula no volverá 
exactamente al mismo estado, sino que se encontrará en un estado rotacional o 
vibracional distinto del inicial. Según la frecuencia de los fotones dispersados, se 
pueden distinguir los casos representados gráficamente en la Figura 5. 
Cabe destacar que las líneas Stokes se encuentran a longitudes de onda inferiores 
al pico Rayleigh y las líneas anti-Stokes a longitudes de onda superiores al de la 
fuente de excitación [22]. Además, estas últimas suelen ser menos intensas que 
las correspondientes líneas Stokes, siendo por ello la razón por la que 
normalmente se utilice la parte Stokes del espectro Raman (ver Figura 13). 
Un espectro Raman está formado por una serie de bandas características, cada 
una de ellas asociada con un modo vibracional. Las frecuencias de vibración 
dependen de las masas de los átomos involucrados y de la fuerza de los enlaces. 
Los átomos pesados y los enlaces débiles presentan bajos desplazamientos Raman 
mientras que los átomos ligeros y los enlaces fuertes presentan altos 
desplazamientos Raman. 
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Figura 13. Representación esquemática de un espectro Raman 
 
2.2.2.1. Instrumentación Raman 
Los instrumentos para la espectroscopia Raman constan de tres componentes: 
una fuente láser, un sistema de iluminación de la muestra y un espectrómetro 
adecuado. La muestra se irradia con una fuente de rayos láser de radiación 
monocromática. La radiación dispersada a un cierto ángulo, se registra con la 
ayuda de un espectrómetro. 
Las fuentes utilizadas en la espectrometría Raman son normalmente rayos laser 
debido a que su alta intensidad es necesaria para producir dispersión Raman lo 
suficientemente intensa como para poderse medir con una relación señal-ruido 
razonable. Los láseres que se utilizan en espectroscopia Raman se muestran en la 
Tabla 3 [19].  
Tabla 3. Fuentes láser de la espectroscopia Raman 
Tipo de láser  
 
Longitud de onda (nm)  
Ion argón  
 
488 ó 514.5  
Ion criptón  
 
530.9 ó 647.1  
Helio-Neón  
 
632.8  
De diodos  
 
785 ó 830  
Nd-YAG  
 
1064  
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En cuanto al sistema de iluminación de muestra, la fuente láser se puede enfocar 
con facilidad sobre una pequeña zona de la muestra, enfocándose también la 
radiación emitida de manera eficaz sobre la rendija de entrada de un 
espectrómetro, pudiéndose analizar muestras muy pequeñas. En la espectroscopia 
Raman se puede usar vidrio para las ventanas, las lentes y otros componentes 
ópticos, en lugar de los haluros cristalinos que resultan más frágiles y menos 
estables en la atmósfera [19]. Además, la radiación visible o infrarroja cercana 
puede transmitirse a través de una distancia considerable por medio de fibra 
óptica. La mayoría de los espectrómetros Raman que se comercializan son 
instrumentos de transformada de Fourier que utilizan como transductores los 
detectores de germanio enfriados o instrumentos multicanal con dispositivos de 
acoplamiento de carga (CCD’s). 
En la actualidad, existe instrumentación analítica de altas prestaciones que se 
puede considerar portátil, con un reducido tamaño, que permite ser transportada 
hasta el lugar donde se encuentran las muestras y realizar los análisis directos, no 
destructivos, ni invasivos. Normalmente, estos equipos llevan incorporadas 
baterías que les proporcionan una gran autonomía sin necesidad de tener que 
hacer uso de fuentes externas de alimentación.  
 
2.2.2.2. Métodos de medida 
El espectro Raman recoge las bandas Raman Stokes y Anti-Stokes, situadas 
simétricamente a ambos lados de la banda Rayleigh (ver Figura 13), representando 
la intensidad óptica dispersada en función del número de onda (?̅?), que se expresa  
en cm-1  según la Ecuación 2. En la Figura 14 se representa esquemáticamente la 
medida de una muestra a través de las paredes de un vial y la generación de la 
dispersión simétrica y antisimétrica. 
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Figura 14. Ilustración esquematica de las medida Raman y las dispersiones 
producidas por la incidencia de luz sobre la muestra 
 
Uno de los problemas que puede presentar la adquisición de espectros Raman es 
la presencia del ruido en la señal. Los ruidos más habituales se pueden clasificar en 
cinco grupos: 
 Ruido shot, que es el resultado de la naturaleza aleatoria de la luz. 
 Ruido generado por la muestra, que incluye emisiones ópticas no deseadas y 
generadas por la propia muestra, como es el caso de la fluorescencia. La 
fluorescencia es el fenómeno que se produce si al incidir un fotón sobre una 
molécula, éste es absorbido y la molécula pasa a un estado electrónico excitado 
donde permanece unas decenas de nanosegundos, para saltar a otro estado 
excitado pero de menor energía, liberando un fotón de frecuencia más baja que 
el incidente. La fluorescencia puede presentarse en el espectro Raman como 
una curvatura de la línea base, que puede llegar a enmascarar por completo la 
intensidad de las bandas Raman. 
Además, el ruido generado por la muestra incluye los cambios de posición e 
intensidad de las bandas debido a que pueden modificarse en función de la 
temperatura de la muestra. 
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 Ruido generado por la instrumentación, en el que se incluye los ruidos 
introducidos por el detector, como los térmicos, el ruido de lectura o la 
dependencia de la eficacia cuántica del detector con la longitud de onda. 
 Ruido computacional, referido al introducido en el proceso de digitalización de 
la señal de salida del detector. 
 Ruido generado por fuentes externas, generalmente causado por alguna fuente 
de luz externa que contamina la señal en algún punto del equipo de medida, 
como por ejemplo la luz de los tubos fluorescentes o la luz solar. Las fuentes de 
ruido externo no-ópticos como los rayos cósmicos llegan al detector, y el 
resultado es un pico muy estrecho y de gran intensidad en el mismo espectro 
Raman. Es usual la presencia de ruido cósmico en detectores como las matrices 
CCD (dispositivos de carga acoplada). 
En la Figura 15 se representa un espectro Raman con los diferentes tipos de ruido  
que se pueden encontrar. 
 
Figura 15. Causas de los ruidos más importantes en la espectroscopia Raman 
 
 
2.2.3. Análisis cualitativo 
La interacción de la radiación electromagnética con la materia provoca en la 
primera una alteración que guarda relación con los cambios en el estado 
vibracional de las moléculas. El espectro vibracional de una molécula se considera, 
por tanto, una propiedad física única, característica de la misma. Así, entre otras 
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aplicaciones, los espectros IR y Raman se pueden utilizar como “huella dactilar” en 
la identificación de muestras desconocidas mediante la comparación con 
espectros de referencia.  
Debido a que se puede calcular la frecuencia (o número de onda) aproximada a la 
que un grupo funcional absorbe radiación en el infrarrojo a partir de las masas de 
los átomos y de la constante de fuerza del enlace entre ellos, se pueden utilizar 
gráficas/tablas de correlación para identificar los grupos funcionales presentes a 
partir de las señales de los espectros. Sin embargo, no es posible reconocer sin 
ambigüedad todas las bandas presentes en el espectro, por lo que estas 
gráficas/tablas de correlación sirven como punto de partida. 
Para facilitar la identificación, existen colecciones y bibliotecas de espectros que 
ayudan a dicha identificación mediante una búsqueda y comparación de los 
espectros mediante el empleo del software incluido en los instrumentos.  
 
2.2.4. Análisis cuantitativo 
Absorción/Transmisión 
El análisis cuantitativo  se basa en la Ley de Beer-Lambert para establecer la 
relación entre las medidas de absorbancia y la concentración del analito en la 
muestra mediante la Ecuación 6: 
A = ε b c  Ecuación 6 
dónde A es la absorbancia, ε el coeficiente de extinción molar a una determinada 
frecuencia o número de onda, b el paso óptico de la celda o camino recorrido por 
el haz de radiación al atravesar la muestra y c la concentración en la que se 
encuentra presente el analito. 
Por otro lado, la transmitancia viene determinada por la Ecuación 7: 
    T = I/Io   Ecuación 7 
dónde I es la cantidad de luz transmitida por la muestra  e Io es la cantidad total de 
luz incidente [23], estando relacionadas absorbancia y transmitancia según la 
Ecuación 8: 
   A = log10 T = log10 I/Io   Ecuación 8 
Por tanto, para poder llevar a cabo análisis cuantitativos es necesario que los 
pasos ópticos sean constantes y reproducibles. Este requisito es fácil de conseguir 
en el caso de análisis de líquidos, disoluciones y gases contenidos en el interior de 
celdas de medida con pasos ópticos constantes, pero no es tan sencillo en el caso 
de sólidos o películas delgadas. 
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ATR 
Los espectros de ATR son similares, pero no idénticos a los espectros de absorción 
ordinarios. En general, se observan las bandas características a los mismos 
números de onda pero con distintas intensidades relativas. Las absorbancias 
dependen del ángulo de incidencia del haz de radiación, pero son independientes 
del espesor de la muestra debido a que la radiación sólo penetra unos pocos 
micrómetros en la muestra.  
 
Reflectancia difusa 
En la Ecuación 8 se representa la ecuación de K-M [31], en la que se establece una 
relación lineal entre la intensidad y la concentración del analito en la muestra ya 
que la ley de Lambert-Beer, usada normalmente en medidas de transmisión, no es 
directamente aplicable para las medidas de reflectancia difusa. Las unidades de 
Kubelka-Munk eliminan cualquier efecto dependiente de la longitud de onda de la 
radiación incidente. 
F = (1 – R)2 / 2R = k / s   Ecuación 8 
dónde k es el coeficiente de absorción (2.303*ε*c), s el coeficiente de dispersión, 
R el índice de reflexión definido como espectro de muestra en polvo/espectro de 
dilución de polvo, de forma que si s es constante (propiedad intrínseca de un 
material y que depende solamente del tamaño de partícula) a una frecuencia 
determinada la función de Kubelka-Munk depende directamente de la 
concentración. 
A diferencia de lo que ocurre con los espectros MIR o Raman, en los espectros NIR 
no aparecen bandas bien definidas y suele producirse un fuerte solapamiento de 
las señales. A pesar de la complejidad que puedan suponer los espectros, los 
métodos quimiométricos son una herramienta útil para la obtención de 
información analítica específica del mismo espectro, ya que es capaz de 
transformar las señales analíticas y datos complejos en información útil, tanto 
desde el punto de vista cualitativo como cuantitativo.  
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2.3. Quimiometría y Modelización  
2.3.1. Generalidades 
La Quimiometría puede describirse como la interacción entre métodos 
matemáticos y estadísticos con los procesos de medición química, transformando 
las señales analíticas en información.  
Como se ha mencionado anteriormente, los espectros IR y Raman contienen 
información química y física de todos los componentes de la muestra, sin embargo 
debido a la complejidad de los mismos, en la mayoría de los casos no es posible 
diferenciar la información multivariable que contienen. La Quimiometría es capaz 
de extraer los parámetros de interés de los espectros a través de métodos 
matemáticos y estadísticos, relacionando las variables espectrales con las 
propiedades de los analitos y de las muestras, extrayendo información relevante y 
reduciendo la contribución de la irrelevante. 
Los principales métodos quimiométricos de uso común son: 
 Pre-tratamientos espectrales, para mejorar la información que interesa y 
disminuir la influencia de la información secundaria.  
 Métodos de clasificación, para agrupar muestras según su espectro. 
 Métodos de regresión, para relacionar el espectro con las propiedades 
cuantificables de las muestras. 
Con el fin de facilitar el uso de los métodos quimiométricos se han diseñado varias 
herramientas estadísticas para obtener los resultados con mayor rapidez y 
sencillez. En esta Tesis se ha utilizado el software Matlab R2014a de Mathworks 
(Natick, MA, EEUU) junto con la herramienta PLS Toolbox 7.5.2 de Eigenvector 
Research Inc. (Wenatchee, WA, EEUU) para el tratamiento de los datos 
espectrales. En este capítulo se van a describir algunos métodos de calibración 
multivariable, haciendo especial énfasis en aquellos que han sido utilizados en 
esta memoria. 
 
2.3.2. Técnicas multivariantes 
Las técnicas multivariantes son un conjunto de métodos estadísticos cuya finalidad 
es analizar simultáneamente conjuntos de datos compuestos por varias variables. 
Estas técnicas se pueden dividir en supervisadas o no supervisadas, que difieren 
entre sí en el sentido que las primeras intentan relacionar las variables con alguna 
propiedad de la muestra, mediante modelos que describen y explican fenómenos 
que están ocultos en el conjunto de datos y que pueden usarse para predecir el 
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valor de la propiedades, mientras que con los no supervisados no se requiere 
información previa sobre la propiedad, permitiendo obtener una información de 
tipo exploratorio sobre el conjunto de las muestras. Asimismo, los métodos 
supervisados pueden dividirse en métodos de clasificación y métodos de 
predicción. En la Figura 16 se muestra la clasificación de las técnicas 
quimiométricas utilizadas en este estudio. 
 
Figura 16. Técnicas quimiométricas utilizadas en este estudio 
 
2.3.2.1. Técnicas No Supervisadas 
El análisis de componentes principales (PCA, del inglés Principal Component 
Analysis) permite una reducción de variables y proporciona la proyección de datos 
en un nuevo espacio relacionado con el mínimo de variables independientes 
adecuadas para explicar una cantidad apropiada de varianza de datos, facilitando 
la exploración e interpretación de datos [32]. Los resultados del PCA se pueden 
representar mediante: 
 Los scores, es decir, de los valores que toman las muestras en el nuevo espacio 
calculado siendo posible establecer relaciones entre ellas. Se les llama mapa de 
casos, cuando se representan en un diagrama los scores correspondientes a las 
muestras. 
 Los loadings, indicando la importancia que tiene cada variable en cada 
componente. Se denominan, mapa de variables, cuando se representan los 
loadings de las muestras. 
Estas representaciones permiten una interpretación eficaz del espacio de datos 
entero y su estudio es fundamental para la exploración de datos, aportando 
información sobre las dispersiones, agrupaciones, datos aberrantes y tendencias 
de los datos. 
El análisis cluster difiere del PCA en su capacidad para detectar similitudes entre 
las muestras y definir grupos de muestras a partir de los datos de sus espectros. 
Las similitudes entre las muestras se estiman por medio de distancias: muestras 
similares se caracterizan por pequeñas distancias y muestras distintas por grandes 
distancias. La mejor interpretación gráfica del análisis cluster se  representa 
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mediante un dendrograma, el cual ilustra la información en forma de diagrama de 
árbol. La división de las muestras se obtiene cortando el dendrograma en el nivel 
deseado de similitud [32].  
 
2.3.2.2. Técnicas Supervisadas 
La Regresión Lineal Múltiple (MLR, del inglés Multiple Linear Regression) intenta 
modelar la relación, entre dos o más variables explicativas y una variable de 
respuesta, ajustando una ecuación lineal a los datos observados. Para la 
construcción de un modelo MLR, el número de variables X debe ser menor que el 
número de muestras de calibración. Un problema típico en la calibración mediante 
el uso de la espectroscopia es el alto grado de correlación que pueden presentar 
las variables espectrales, ya que el uso de variables altamente colineales en MLR 
aumenta la posibilidad de sobredimensionar el modelo, lo que significa que la 
calibración puede encajar muy bien en los datos, pero falla cuando se usa para 
predecir las propiedades de nuevas muestras no empleadas para el conjunto de 
calibración. Por ello, un paso óptimo en la construcción del método MLR es la 
selección de variables que se incluirán en el modelo, ya que se podría evitar gran 
parte de la colinealidad [34]. Para este propósito, se suele utilizar una selección 
del subconjunto óptimo de variables por selección de las mismas paso a paso, 
antes de construir la calibración. Para este propósito existen distintas estrategias y 
una de ellas consiste en la Forward Selection (FS), en la que se comienza con un 
modelo de tamaño 0 y se procede agregando variables que cumplan un criterio 
definido. Típicamente, la variable a añadir en cada paso es aquella que minimiza 
los valores de la suma residual de cuadrados (RSS) de la calibración [35]. Otra 
alternativa es la Backward Selection (BS), en la que se comienza con el ajuste de 
un modelo con todas las variables de interés y se elimina la variable menos 
significativa. Los modelos se van reajustando hasta que todas las variables 
restantes sean estadísticamente significativas.  
El método de Mínimos Cuadrados Parciales (PLS, del inglés Partial Least Squares) 
fue aplicado en 1983 por Martens y Jensen [36], para evaluar los espectros NIR. 
Actualmente se utiliza rutinariamente en el mundo académico y en la industria 
para correlacionar las medidas espectroscópicas (rápidas) con los datos químicos 
y/o físicos. El propósito de la regresión PLS es construir un modelo lineal que 
permita predecir una característica deseada (y) a partir de un espectro medido (x). 
Estos modelos de calibración se desarrollaron sobre la base de la modificación 
estadísticamente inspirada del algoritmo del método PLS (SIMPLS) [37]. 
El Análisis Discriminantes mediante mínimos cuadrados parciales (PLS-DA, del 
inglés Partial Least Squares-Discriminant Analysis) es un método de clasificación 
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lineal que combina las propiedades de la regresión de mínimos cuadrados 
parciales con el poder de discriminación de una técnica de clasificación como es el 
análisis discriminante [38]. El principal objetivo de PLS-DA es construir un modelo 
de calibración adecuado para ser aplicado en futuras clasificaciones. Se puede 
utilizar una serie de parámetros para evaluar el rendimiento de los modelos de 
clasificación como resultados verdaderos positivos (TP, del inglés True Positive) y 
verdaderos negativos (TN, del inglés True Negative), falsos positivos (FP, del inglés 
False Positive) y falsos negativos (FN, del inglés False Negative), sensibilidad, 
especificidad, precisión, eficiencia y coeficiente de correlación de Matthews 
(MCC). La tasa TP es la probabilidad de que una muestra positiva pueda 
clasificarse como positiva, TN implica que una muestra negativa puede clasificarse 
como negativa. Un criterio similar se emplea para determinar las tasas de FN y FP. 
La sensibilidad es la capacidad del modelo para clasificar correctamente las 
muestras auténticas dentro de su grupo usando la tasa TP y FN. La especificidad es 
la capacidad del modelo para identificar correctamente las muestras en relación 
con los valores de TN y FP. La precisión es la tasa de clasificación correcta, 
independientemente de la clase de muestra. La eficiencia y MCC resumen el 
desempeño del modelo. La eficiencia se determina como el promedio aritmético 
de los valores de sensibilidad y especificidad, donde un valor de 1 corresponde a 
una eficiencia del 100%. MCC da un valor entre -1 y +1, donde un valor de +1 
representa la clasificación perfecta, 0 una clasificación errónea y -1 una 
clasificación inversa [39], [40]. 
 
2.3.3. Construcción, validación y evaluación del modelo quimiométrico 
Para la construcción de un modelo quimiométrico es necesario realizar tres etapas 
para asegurar la robustez del mismo. En la Figura 17 se representan los pasos a 
seguir. 
En primer lugar se debe de seleccionar un conjunto de muestras de calibración, 
que sea representativo de todas las muestras que constituyen la población, y otro 
conjunto de validación que permita poder evaluar la capacidad predictiva del 
modelo construido. Una vez seleccionados los conjuntos, se construye el modelo 
quimiométrico, teniendo en cuenta el pre-tratamiento de datos, la selección de la 
región espectral y de las variables latentes, junto con la eliminación de las 
muestras aberrantes. Para seleccionar el mejor modelo de calibración, es 
necesario evaluarlo mediante el empleo de un conjunto externo de validación o a 
través de una validación cruzada (CV, del inglés cross validation). La CV se emplea 
para comprobar el ajuste del modelo utilizando las muestras del conjunto de 
calibración y consiste en dividir en varios bloques el conjunto de calibración y 
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volver a construir el modelo tantas veces como bloques se hayan elegido, 
utilizando un bloque para comprobar los resultados y el resto para construir el 
modelo. Cuando el número de bloques es igual al número de muestras del 
conjunto de calibración, a esta CV se denomina leave one out. 
 
 
 
Figura 17. Etapas para la construcción y validación del modelo quimiométrico 
 
2.3.3.1. Selección del set de calibración y validación 
Debido a la complejidad de los espectros, para la construcción de modelos, se 
requiere utilizar un conjunto de muestras de referencia que tenga las mismas 
características que las muestras a analizar, esto es, que sean representativas del 
conjunto de la población objeto de estudio. Por ello, para construir los modelos, 
las muestras se dividen en dos conjuntos: uno para la calibración y el otro para la 
validación del modelo. Esta selección puede realizarse aplicando diferentes 
criterios o haciendo uso de algoritmos como pueda ser el de Kennard-Stone (K-S) 
[41]. Dicho algoritmo comienza con los dos objetos más lejanos como miembros 
del conjunto de calibración y va tomando los objetos basándose en la distancia 
euclidiana respecto de los objetos ya seleccionados. El conjunto de calibración 
debe ser representativo del total de muestras, por lo que además se deben 
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realizar otro tipo de estudio, como el análisis cluster o el PCA, para identificar los 
grupos que compartan características comunes y comprobar que los conjuntos de 
calibración seleccionados contienen muestras de los diferentes grupos en los que 
puede clasificarse la población. Además, el conjunto de calibración deberá 
comprender muestras uniformemente distribuidas preferiblemente en un rango 
mayor que el de las muestras que serán utilizadas para la evaluación y validación 
del modelo. 
 
2.3.3.2. Pre-procesamiento de datos 
Antes de utilizar cualquier técnica multivariante es necesario realizar una serie de 
tratamientos previos sobre la señal espectroscópica con el fin de corregir la línea 
base, la dispersión e incluso incrementar la relación señal/ruido. Los tratamientos 
más utilizados en el desarrollo de esta Tesis Doctoral son: 
 Promediado de espectros  
El espectro promedio de una muestra aumenta la relación señal/ruido ya que 
reduce la contribución del ruido. 
 Derivadas 
La primera y segunda derivadas se utilizan a menudo para el tratamiento de 
los datos ya que permiten acentuar las diferencias existentes en los datos 
espectrales. El uso de la primera derivada elimina los desplazamientos de 
línea base, mientras que la segunda derivada elimina el ruido de fondo lineal y 
constante. En nuestro caso se ha utilizado el método de Savitzky-Golay que 
incluye un suavizado previo a la derivada para disminuir el nivel de ruido [42]. 
 Variable normal estándar (SNV, Standard Normal Variate) 
Elimina el efecto de dispersión (scattering) debido a los efectos producidos 
por el tamaño de partícula, aunque también permite reducir las diferencias en 
las intensidades globales de las señales [43]. 
 Corrección de Dispersión Multiplicativa (MSC, Multiplicative Scattering 
Correction) 
Es un tratamiento que elimina los efectos debidos a la dispersión de la 
radiación [44], sin embargo el pre-tratamiento espectral depende del 
conjunto de muestras a la que se aplica, ya que considera el promedio de los 
espectros del conjunto de datos como espectro de referencia para corregir al 
resto el efecto de la dispersión. 
 Centrado en la media (MC) 
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Todos los modelos se han realizado con centrado en la media, dónde se 
calcula el valor medio de cada variable de la matriz y se resta a cada punto de 
los espectros. El valor medio corresponde al centro del modelo quedando, por 
tanto, todos los valores de las variables referidos a este centro. 
Estos tratamientos, por lo general, eliminan el ruido presente, minimizan las 
contribuciones de variables físicas que incorporan información irrelevante en los 
espectros y logran una mejor interpretación de los datos, permitiendo la 
construcción de modelos más simples y robustos. 
 
2.3.3.3. Selección de la región espectral 
Debido a que el uso del espectro completo no siempre proporciona resultados 
óptimos para la construcción de modelos, ya que en ocasiones incluye regiones sin 
información relevante o asociada a ruido, la selección de uno o más intervalos 
espectrales que contienen información química o estructural, así como la 
eliminación de rangos espectrales que sólo contienen ruido, son estrategias 
ampliamente utilizadas para mejorar los modelos de regresión PLS, PCA y cluster 
[45]. 
Como la selección de la región espectral es un paso crucial, en el presente trabajo 
se ha utilizado la estrategia de Interval PLS (iPLS) para la selección de conjuntos de 
variables contiguas [46]. iPLS es una extensión interactiva, que desarrolla modelos 
PLS locales sobre subintervalos equidistantes, definidos por el usuario, del 
espectro completo, proporcionando un cuadro general de la información 
relevante en diferentes subdivisiones espectrales, centrándose en aquellas 
regiones importantes y eliminando interferencias de otras regiones. El error 
cuadrático medio de la validación cruzada (RMSECV, Root mean square error of 
cross validation) (véase apartado 2.3.3.6) obtenido de cada modelo PLS local se 
compara con el RMSECV de un modelo global que utiliza todas las variables. Se 
considera que los intervalos que muestran un valor RMSECV inferior al modelo 
global contienen información útil y se seleccionan para construir el modelo PLS 
final. 
 
2.3.3.4. Variables latentes 
Los métodos basados en reducción de variables son métodos que permiten 
cuantificar un analito de una muestra sin la necesidad de conocer los otros 
componentes de la muestra. La información contenida en las variables medidas, se 
puede concentrar en un número menor de variables, denominadas variables 
latentes. La selección del número óptimo de variables latentes también es un paso 
crucial para obtener un modelo robusto, confiable e imparcial. Para ello, se utiliza 
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la validación cruzada (CV), de acuerdo con RMSECV. Un aumento de número de 
variables, aumenta la linealidad del modelo pero esto puede sobredimensionar el 
modelo (over-fitting) reduciendo su capacidad predictiva [47]. 
 
2.3.3.5. Muestras anómalas 
Las muestras anómalas son aquellas que proporcionan señales discordantes con el 
resto del conjunto, por lo que la presencia de las mismas en la construcción del 
modelo puede llevar a modelos inadecuados y resultados erróneos, es por ello 
que resulta adecuado eliminarlas antes de la construcción del modelo. 
En este trabajo se ha utilizado el gráfico del valor residual Q frente a los valores T2 
Hotteling para la identificación de muestras anómalas, ya que ambos parámetros, 
Q y T2 Hotteling deben estar próximos a sus valores óptimos de 0% y 100%, 
respectivamente. 
 
2.3.3.6. Evaluación del modelo 
Una vez construido el modelo, se debe realizar la validación del mismo mediante  
el uso del set externo de validación, que no ha sido utilizado anteriormente para la 
calibración. Las figuras de merito utilizadas para la validación del modelo utilizadas 
en este trabajo son: 
 Error cuadrático medio de la calibración (RMSEC, del inglés Root Mean Square 
Error of Calibration) es una medida para los modelos sobre el ajuste a los datos 
de calibración.  
 Error cuadrático medio de la validación cruzada (RMSECV, del inglés Root Mean 
Square Error of Cross Validation), que corresponde con el que se obtiene 
cuando únicamente se tiene el conjunto de calibración y se realiza la validación 
cruzada aplicada a este conjunto. 
 Error cuadrático medio de la predicción (RMSEP, del inglés Root Mean Square 
Error of Prediction), que es el que se obtiene cuando el modelo se aplica a un 
conjunto constituido por muestras diferentes de las incluidas en la calibración. 
Estos errores vienen definidos por la Ecuación 9, y difieren en la determinación de 
?̂?𝑖. 
RMSEC, RMSECV, RMSEP = 
√∑ (𝑦𝑖−𝑛𝑖=1  ?̂?𝑖)
2
𝑛
  Ecuación 9 
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donde  ?̂?𝑖 es el valor calculado por el modelo para las muestras del conjunto 
de calibración, validación cruzada o conjunto de validación, yi es el valor 
conocido, n es el número total de objetos en el conjunto. 
 Error relativo cuadrático medio (RRMSEP, del inglés Relative Root Mean Square 
Error of Prediction) viene dada por la Ecuación 10, y se utiliza para comparar la 
capacidad predictiva de distintos modelos. 
RRMSEP = RMSEP / ?̅? x 100  Ecuación 10 
donde ?̅? es el valor promedio de la variable de las muestras del conjunto 
externo de validación. 
 Coeficiente de determinación de la predicción (R2pred) es un indicador de la 
bondad del ajuste del modelo aplicado al conjunto de validación. Este 
coeficiente determina qué porcentaje (en tanto por uno) de la varianza de la 
variable dependiente es explicado por el modelo de regresión. 
 Desviación predictiva residual (RPD, del inglés Residual Predictive Deviation) 
calculado como el cociente entre RMSEP y la desviación estándar (SD, estandar 
deviation) del conjunto de validación [48]. Generalmente, un valor RPD mayor 
que 3.0 se considera adecuado para propósitos analíticos con excelente 
capacidad de predicción, entre 2.5 y 3.0 implica que el modelo tiene una buena 
precisión y entre 2.0 y 2.5 indica que el modelo tiene una precisión aproximada. 
Un valor para la RPD entre 1.5 y 2.0 revela la posibilidad de distinguir entre 
valores altos y bajos, mientras que un RPD por debajo de 1.5 indica que la 
calibración no es utilizable [48]: 
RPD = sd / RMSEP   Ecuación 11 
donde sd es la desviación estándar de las variables del conjunto externo de 
validación. 
Por tanto, los espectros IR y Raman junto con los métodos quimiométricos  
permiten extraer la información requerida sobre los componentes de interés de 
las muestras a partir del adecuado tratamiento de los datos, sin necesidad de su 
separación previa. Los métodos no supervisados, permiten visualizar las 
semejanzas y similitudes de las muestras sin necesidad de conocer previamente 
las características de las mismas, mientras que los métodos supervisados permiten 
realizar modelos, tanto de clasificación como de regresión, con la necesidad de 
conocer las características de las muestras y mediante el uso de un conjunto de 
calibración representativo de toda la población.  
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3. RESULTADOS EXPERIMENTALES Y ÁMBITO DE APLICACIÓN 
En esta sección se presentan los resultados obtenidos a partir de los trabajos 
realizados, dividiéndose en 3 partes de acuerdo con el ámbito de aplicación. 
 
 Parte 1. Muestras de alimentos. 
Centrada en la aplicación de la espectroscopia NIR, MIR y Raman para la 
determinación de los componentes mayoritarios presentes en muestras de 
alimentos, la determinación de parámetros nutricionales, así como el control 
de calidad en aditivos alimentarios. 
 
 Parte 2. Muestras ambientales y de interés agrícola. 
Aplicada la espectroscopia IR al estudio de muestras ambientales e interés 
agrícola, mediante la evaluación de composts para su posterior uso en la 
agricultura, determinación de analitos volátiles en suelos y la corrección de 
interferencias en fase vapor en espectroscopia infrarroja en fase gas. 
 
 Parte 3. Muestras arqueológicas. 
Aplicación del NIR al estudio de muestras arqueológicas,  ya sea para la 
detección de procesos diagenéticos que alteran las propiedades de los huesos 
enterrados, predicción de elementos alcalinotérreos en restos óseos, así como 
la clasificación de huesos quemados con fines forenses. 
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Parte 1. Muestras de alimentos 
El empleo de la espectroscopia vibracional está muy extendido en el análisis de 
alimentos debido a su versatilidad, a la posibilidad de realizar análisis directos o 
con una mínima preparación de muestra, obteniendo, de forma rápida, 
información multicomponente a partir de los espectros, ya sea de modo 
cualitativo o cuantitativo. El análisis directo de las muestras es probablemente la 
forma más rápida y ecológica de realizar una determinación analítica ya que se 
puede evitar la parte principal de los pasos lentos y costosos, en términos de 
tiempo y manejo, de la manipulación de la muestra, así como prescindir del uso de 
reactivos y disolventes. 
La creciente demanda de métodos analíticos más rápidos, más rentables y más 
respetuosos con el medio ambiente es un importante incentivo para mejorar los 
procedimientos clásicos utilizados para el análisis de alimentos. Muchas veces la 
preparación de la muestra es una necesidad, ya sea porque se necesite una 
calcinación, una digestión húmeda o una extracción de Soxhlet, siendo el paso más 
crucial de la mayoría de las metodologías analíticas, y también, la principal fuente 
de error en el proceso analítico. 
La espectroscopia NIR, MIR y Raman proporcionan herramientas rápidas, no 
destructivas y, en muchos casos, libres de reactivos para el análisis 
multicomponente, siendo una gran alternativa verde a los métodos tradicionales, 
que requieren el uso de reactivos y de gran cantidad de tiempo. Además, los 
instrumentos portátiles, pueden proporcionar herramientas en línea, en tiempo 
real, optimizando la producción y garantizando la calidad y homogeneidad de los 
productos, lo que permite medidas de corrección oportunas durante la 
fabricación. 
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3.1. Capítulo 1. Determinación directa de componentes mayoritarios en 
alimentos 
 
3.1.1. Introducción 
La nutrición humana depende, en gran medida, del valor energético de los 
alimentos y de una proporción equilibrada entre proteínas, carbohidratos y grasas, 
además de los micronutrientes encontrados en los alimentos, como los minerales 
y las vitaminas.  
La nutrición durante los dos primeros años de vida es fundamental para garantizar 
un desarrollo óptimo de los niños, tanto físico como mental. La ingesta de 
nutrientes es necesaria para el crecimiento y obtención de energía, así como para 
mantener la salud. Las grasas y los carbohidratos se caracterizan por tener un alto 
valor energético, mientras que las proteínas participan en la construcción de las 
principales partes del cuerpo. Por ello, una mala nutrición aumenta el riesgo de 
enfermedad en la edad adulta, mientras que los déficits nutricionales en edad 
temprana, son reflejados a largo plazo en el crecimiento y la salud de la persona 
[1]. Se recomienda una dieta equilibrada, ya que el desequilibrio energético entre 
las calorías ingeridas y consumidas puede producir problemas de sobrepeso, 
obesidad, hipertensión y enfermedades cardiovasculares, debido a una elevada 
ingesta de alimentos hipercalóricos y/o dietas con altos valores de grasa, sal y 
azúcares junto con valores bajos de vitaminas, minerales y otros micronutrientes.  
El etiquetado nutricional informa a los consumidores de las cualidades de los 
alimentos de acuerdo con el Codex Alimentarius [2], ya que  la composición 
cualitativa y cuantitativa de los alimentos es esencial para asegurar que el 
producto cumple con la legislación vigente así como con las expectativas de los 
clientes y nutricionistas. Es por ello, que los consumidores deben ser informados 
de los valores nutricionales en alimentos procesados, ya que durante los procesos 
de calentamiento y cocción de dichos alimentos la composición y características 
nutricionales pueden ser alteradas. 
Los requisitos nutricionales varían según la edad, por lo que este estudio se 
aplicará, en primer lugar, al estudio de diferentes tipos de alimentos que pueden 
ser consumidos tanto por adultos como por niños, en diferentes situaciones. Es 
por ello que se van a considerar los siguientes alimentos elaborados: i) los tarritos 
para bebés, ii) los menús infantiles ofrecidos en empresas de comida rápida y iii) 
los menús ofrecidos en comedores colectivos. 
Normalmente, para la determinación de la composición de los alimentos se 
emplean los Métodos Oficiales de Análisis (AOAC) [3]. Estos análisis consisten en 
Mari Merce Cascant. Tesis Doctoral 
 
72  
 
muchos de los casos en la aplicación de métodos gravimétricos y volumétricos, 
que se caracterizan por consumir gran cantidad de tiempo y reactivos. 
Las técnicas espectroscópicas pueden ofrecer alternativas interesantes a los 
métodos tradicionales de análisis de alimentos [4]. En ese sentido, la 
espectroscopia infrarroja en la región cercana (NIR) ha sido utilizada para la 
evaluación de la calidad de los alimentos [5], de cereales [6,7], productos lácteos 
[8], carnes [9], pescados [10], productos vegetales [11], y de alimentos procesados 
[12-14]. En cuanto el infrarrojo en la región media (MIR) se ha aplicado en la 
determinación de parámetros nutricionales en muestras de pan [6], bebidas [15], 
vegetales [11], pescados [16], productos lácteos [17,18] y alimentos procesados 
[6,14]. Sin embargo, sólo en unos pocos trabajos se ha determinado los 
macronutrientes en mezclas de alimentos mediante espectroscopia NIR [19-21], 
mientras que la espectroscopia MIR no ha sido utilizada para la determinación de 
dichos parámetros en dietas y en mezclas de alimentos. 
El objetivo del presente estudio es la evaluación de la espectroscopia NIR y MIR, 
junto con herramientas quimiométricas, para la determinación directa de grasas 
totales, proteínas, carbohidratos y valor energético en mezclas de alimentos como 
son los tarritos de alimentación para bebés, menús infantiles de locales de comida 
rápida y menús para adultos en comedores colectivos. 
 
3.1.2. Parte experimental 
3.1.2.1. Instrumentos 
Los espectros en el infrarrojo cercano se obtuvieron en un espectrofotómetro FT-
NIR modelo Multi Purpose Analyzer (MPA) de Bruker (Bremen, Germany) 
equipado con una fuente NIR, un divisor de haz de cuarzo y un detector de PbS.  
Los espectros del infrarrojo medio se registraron con un espectrofotómetro 
modelo Tensor 27 FT-MIR de Bruker (Bremen, Alemania) equipado con un 
detector  de sulfato de trigliceno dopado con L-alanina deuterado (DLaTGS). Los 
espectros de las muestras se obtuvieron mediante medidas en modo ATR, 
utilizando el accesorio para sólidos de Smiths Detection Inc. (Warrigton, UK) con 
un cristal DuraDisk de diamante/ZnSe de tres reflexiones (véase Figura 1.1).  
El software Opus 6.5 de Bruker se utilizó tanto para el control instrumental, como 
para la adquisición de datos.  
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Figura 1.1. Accesorio con cristal de diamante/ZnSe de 3 reflexiones para muestras sólidas 
 
3.1.2.2. Muestras 
Se analizaron cincuenta y ocho muestras de alimentos elaborados con distintas 
combinaciones de carne, pescado, frutas, verduras, cereales, huevo, productos 
lácteos, salsas y aceites, las cuales se encontraban distribuidas en tres grupos: i) 
tarritos de comida para bebés (35 muestras), (ii) menús infantiles de locales de 
comida rápida (10 muestras), y (iii) menús completos para adultos de comedores 
universitarios (13 muestras). 
Los tarritos para bebés fueron adquiridos en supermercados de la ciudad de 
Valencia, y estaban compuestos por agua empleada para la cocción, verduras y 
otros ingredientes, principalmente carne o pescado (29 muestras), y otros que 
contenían sólo frutas (6 muestras). Los menús infantiles de comida rápida fueron 
comprados en diferentes hamburgueserías de la ciudad de Valencia y estaban 
compuestos por hamburguesa de carne con queso y salsas, patatas fritas, un 
refresco y un postre lácteo. Los menús para adultos se compraron en las cantinas 
del campus de la Universidad de Valencia, y estaban formados por un entrante, un 
plato principal, y un postre, junto con una pieza de pan de 50-70-g.  
Los alimentos fueron pesados, mezclados y triturados con un mezclador 
doméstico (Braun, Kronberg, Alemania), y posteriormente congelados a -20 oC. 
Finalmente las muestras fueron liofilizadas durante un mínimo de 48 h en una 
cámara de 0.05 mbar usando un liofilizador Cryodos 50 de Telstar (Barcelona, 
España), y una vez deshidratadas, almacenadas en botellas de polietileno hasta su 
análisis. 
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3.1.2.3. Métodos de referencia 
Para la determinación del contenido de grasa total se utilizó un analizador de 
grasa Soxtec System con una Unidad de Extracción HT2 1045 de Tecator 
(Burladingen, Alemania), equipado con un baño de aceite de silicona Soxtec 
System HT 1046, para el calentamiento. Las muestras fueron sometidas a hidrólisis 
ácida antes de realizarse la extracción con éter de petróleo, para obtener la grasa 
total (libre y unida). Una vez evaporado el disolvente, la fase lipídica fue 
determinada gravimétricamente [3]. 
El contenido de nitrógeno presente en las muestras fue determinado mediante el 
método Kjeldahl [3], utilizando un sistema automático compuesto por una unidad 
de digestión Büchi-426 y un analizador 2300 Kjeltec de Foss (Hillerod, Dinamarca). 
Para la determinación del contenido de proteínas, el nitrógeno encontrado en las 
muestras fue multiplicando por un factor de 6.25 [22]. 
Los carbohidratos totales fueron calculados como la diferencia entre 100 y la suma 
de los porcentajes de grasa total, proteína y ceniza [22]. La ceniza se determinó 
mediante calcinación de la muestra a 550 oC [3] utilizando un horno mufla de la 
marca Gallur (Valencia, España), con una temperatura máxima trabajo de 1100 oC. 
El valor energético de las muestras se calculó según lo sugerido por el 
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA) [23] mediante la ley 
de Etiquetado y Educación (NLEA) [24] para alimentos mixtos procesados. El valor 
energético sería la suma de las grasas totales, proteínas y carbohidratos totales 
multiplicados por factores de 37, 17 y 17 kJ por 100 g, respectivamente [25]. 
Todas las determinaciones se realizaron por duplicado. 
 
3.1.3. Resultados y discusión 
3.1.3.1. Espectroscopia NIR  
Las muestras de los alimentos liofilizados se colocaron en viales de vidrio 
transparente de 22 mm de diámetro interno y 44 mm de altura para obtener 
directamente espectros NIR por reflectancia difusa, en unidades de Kubelka-
Munk. Los espectros se adquirieron en la región espectral comprendida entre 
14000 y 4000 cm-1, con una resolución de 4 cm-1, y acumulando 50 barridos por 
espectro. Cada una de las muestras se midió por triplicado, realizando rotaciones 
del vial entre medidas, y calculando, posteriormente, el promedio para fines 
quimiométricos. El espectro de fondo se adquirió a partir de la esfera de 
integración cerrada utilizando las mismas condiciones instrumentales que las 
empleadas para las muestras.  
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En la Figura 1.2 se puede observar el espectro NIR promedio, sin ningún tipo de 
pre-tratamiento, de todas las muestras medidas en este estudio. Los espectros NIR 
de las muestras de alimentos consideradas en este estudio, presentan bandas de 
absorbancia correspondientes a grupos funcionales asociados con lípidos, 
proteínas y carbohidratos. Las principales bandas corresponden a los sobretonos 
de estiramiento del enlace C-H de las grasas [14] y proteínas, junto con las bandas 
de combinación de los enlaces C-H, N-H y O-H de proteínas y carbohidratos 
[29,30]. Los espectros NIR obtenidos coinciden con la descripción disponible en la 
literatura para este tipo de muestras. 
 
Figura 1.2. Espectro NIR promedio obtenido con reflectancia difusa en unidades de Kubelka-Munk 
Nota: Regiones indicadas corresponden a bandas de grasa (F), proteinas (P) y carbohidratos (C)  
 
3.1.3.1.1. Modelos PLS-NIR  
El conjunto de datos compuesto por las 58 muestras de comida fue dividido 
mediante el algoritmo K-S para la selección de un conjunto de calibración (45 
muestras) y un conjunto de validación (13 muestras). El conjunto de calibración 
quedó formado por 26 tarritos para bebés, 4 de ellos basados en frutas, 10 menús 
para adultos y 9 menús infantiles de comida rápida. Debido a que el conjunto de 
calibración debe ser representativo del conjunto de datos, se construyó un 
dendrograma a partir de los espectros de las muestras después de realizarle un 
pre-tratamiento de primera derivada (FD) (15 puntos) y centrado en la media 
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(MC), en la región comprendida entre 11000 y 4000 cm−1, para la observación de 
similitudes y disimilitudes de las muestras. 
En la Figura 1.3 se representa el dendrograma construido usando Ward Linkage 
como método de distancia, donde se puede observar que para un valor de corte 
mínimo de 0.055, todas las muestras se clasificaron en cuatro grupos principales, 
correspondientes a muestras con características comunes como los menús de 
comedores colectivos, comida rápida infantil y tarritos para bebé, considerando en 
este último las diferencias entre los alimentos a base de frutas y alimentos en 
general. El primer grupo está compuesto por los tarritos para bebés a base de 
frutas; el segundo por menús de adultos junto con una muestra de menú infantil 
de comida rápida. El tercer grupo está basado en los menús de comida rápida 
infantil, mientras que el último por los tarritos de bebés a base de carne, pescado 
y verduras.  
Además, en esta misma figura, se pueden observar las muestras seleccionadas por 
el algoritmo de K-S para cada tipo de conjuntos, ya sea calibración o validación. 
Por lo tanto, a partir de dicha figura, se puede concluir que las muestras del 
conjunto de calibración son representativas del total de las muestras consideradas 
en este estudio. 
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Figura 1.3. Clasificación dendrográfica, mediante el método Ward Linkage, de los espectros NIR de 
las muestras de tarritos para bebés (TB), tarritos para bebés de fruta (TBF), menús infantiles de 
comida rápida (MICR) y menús para adultos (M). Nota: Cal y Val pertenecen a los conjunto de 
calibración y validación, respectivamente, establecidos por el algoritmo K-S. 
Línea discontinua: valor mínimo de corte de 0.055 
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En la Tabla 1.1 se muestran las principales características de los conjuntos de 
calibración y validación usados en los modelos PLS-NIR para los parámetros de 
grasa total, proteínas, carbohidratos y valor energético.  
 
Tabla 1.1. Principales características de los conjuntos de calibración y validación empleados para la 
construcción de los modelos PLS-NIR 
 
 
Conjuntos de calibración (Cal) y validación (Val) 
Rango: valor mínimo-máximo. SD desviación estándar 
 
Una vez seleccionados los conjuntos de calibración y validación, se utilizó el 
algoritmo iPLS para seleccionar las regiones espectrales óptimas para cada uno de 
los parámetros a determinar. Para ello, el espectro fue dividido en intervalos de 
207 variables, utilizando un máximo de 10 factores o variables latentes (LV’s) para 
su selección. En la Figura 1.4 se pueden observar los espectros y las regiones 
seleccionadas mediante iPLS  para cada uno de los cuatro parámetros a 
determinar.  
Para el caso de la grasa total, las regiones seleccionadas fueron aquellas 
comprendidas en los intervalos 10803-10406, 6013-5217 y 4416-4019 cm−1, 
correspondientes a las regiones de grasa. Para las proteínas, se seleccionó las 
bandas correspondientes a los intervalos 8807-8011, 6013-5616 y 5215-4817 cm−1, 
pertenecientes al primer sobretono y a la banda de combinación de estiramiento 
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del enlace C-H. En cuanto las regiones seleccionadas para la determinación de los 
carbohidratos fueron aquellas comprendidas en los intervalos 7210-8011, 6013-
5616 y 4816-4019 cm−1, que corresponde con la banda de combinación del enlace 
N-H y la banda de combinación del estiramiento del enlace O-H y C-H. Para la 
determinación del valor energético, las regiones seleccionadas fueron aquellas 
comprendidas entre 10804-10406, 5217-4817 y 4416-4019 cm−1, algunas de las 
cuales corresponden a las regiones seleccionadas para grasa total, proteínas y 
carbohidratos, lo que tiene sentido ya que el contenido de carbohidratos ha sido 
calculado de forma indirecta a partir de estos 3 parámetros. 
 
Figura 1.4. Espectro NIR con la selección de las regiones mediante iPLS para la determinación de 
grasa total, proteínas, carbohidratos y valor energético mediante la  construcción de los modelos 
PLS-NIR. Nota: los valores en cursiva corresponden al número de variables latentes (LV) 
 
Los modelos PLS-NIR se construyeron utilizando las regiones seleccionadas 
mediante el algortimo iPLS y usando 6, 7, 4 y 7 LV’s para la determinación de grasa 
total, proteínas, carbohidratos y valor energético, respectivamente. Para el caso 
de grasa total, proteínas y valor energético, se utilizó la primera derivada (FD) con 
un suavizado de 9 puntos y centrado en la media (MC) como pre-procesamiento 
de señal. En cambio, para los carbohidratos se utilizó, SNV, FD y MC. En la Tabla 
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1.2 se indican las LV’s, los errores cuadráticos medios de calibración (RMSEC), 
validación cruzada (RMSECV), y los coeficientes de determinación (R2) de 
calibración y validación cruzada de las muestras correspondientes al conjunto de 
calibración. 
 
Tabla 1.2. Descripción de los modelos PLS-NIR empleados para la determinación de 
grasas totales, proteínas, carbohidratos y valor energético 
 
 
LV’s: número de variables latentes 
RMSEC: Error cuadrático medio de calibración;
 
RMSECV:
 
Error cuadrático medio de validación 
cruzada; RMSEP: Error cuadrático medio de predicción; RRMSEP: Error relativo cuadrático medio 
de predicción; R
2 
Cal:
 
coeficiente de determinación de calibración; R
2 
CV:
 
coeficiente de 
determinación de validación cruzada; R
2 
Pred:
 
coeficiente de determinación de predicción. MC: 
centrado en la media; FD: primera derivada; SNV: Variación Normal Estándar  
 
3.1.3.1.2. Capacidad de predicción del modelo PLS-NIR  
Con el fin de confirmar que el modelo de calibración construido era adecuado para 
la predicción de nuevas muestras, se utilizó un conjunto de validación externo, 
compuesto por muestras no incluidas en el conjunto de calibración. 
En la Figura 1.5 se representan los valores predichos de cada uno de los analitos 
estudiados frente sus valores de referencia. En el caso de grasas totales, 
carbohidratos y valor energético se eliminaron 2 muestras anómalas (1 menú y un 
tarrito para bebé) del conjunto de validación antes de la validación del modelo. 
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Figura 1.5. Valores predichos frente los valores de referencia para la determinación de grasa, 
proteínas, carbohidratos y valor energético mediante los modelos PLS-NIR construidos 
 
En la Tabla 1.2 se muestran también los parámetros de predicción más 
importantes de los modelos PLS-NIR. Para el conjunto de validación se obtuvieron 
valores aceptables de error relativo de predicción, expresado como RRMSEP, para 
grasas, proteínas, carbohidratos y valor energético de 9.2, 6.1, 2.1, y 1.0 %, 
respectivamente, con coeficientes de determinación para la predicción (R2 Pred) 
de 96.7, 98.1, 98.9, y 96.5.  
Para conocer la exactitud del método se calculó el error relativo de las muestras 
del conjunto de validación a partir de los valores de referencia y los valores 
predichos por el método PLS seleccionado para cada uno de los parámetros 
considerados. La exactitud del método fue muy buena para carbohidratos y valor 
energético con errores comprendidos entre -1.9 y 1.0% y del -1.8 al 1.9%, 
respectivamente. Sin embargo, los errores relativos para grasas y proteínas 
obtenidos se encontraron entre -14.5 y 12.3% y  -4.3 a 13.9%, respectivamente. 
Además se calcularon los coeficientes de variación para 11 muestras, con 3 
repeticiones cada una, los cuales variaban entre 1.6 y 7.4, 1.0 y 4.3, 0.1 y 0.7, y 0.1 
y 1.6% para grasa total, proteínas, carbohidratos y valor energético, 
respectivamente. 
 
Calibration set 
Validation set 
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3.1.3.2. Espectroscopia MIR  
Las medidas en el infrarrojo medio se realizaron depositando aproximadamente 
100 mg de muestra directamente sobre el cristal ATR de diamante y presionando 
con el accesorio correspondiente. Los espectros se registraron en el intervalo 
entre 4000 y 600 cm-1, acumulando 50 barridos por espectro, a una resolución de 
4 cm-1. El espectro del cristal ATR limpio, obtenido inmediatamente antes de 
adquirir el espectro de cada muestra se utilizó como background. Los espectros de 
tres porciones de cada muestra fueron normalizados por mínimo-máximo después 
de eliminar la región entre 2300 y 1900 cm-1 debido a la alta absorción de la célula 
ATR (diamante). Los espectros promedio de cada muestra se obtuvieron a partir 
de los normalizados y se utilizaron para construir los modelos de PLS y para la 
predicción de la muestra. 
En la Figura 1.6  puede verse el espectro ATR promedio de las muestras de 
alimentos utilizadas en este estudio en la región entre 4000 y 600 cm-1, con las 
distintas regiones pertenecientes a los principales constituyentes.  La región entre 
4000 y 3100 cm−1 pertenece al grupo O-H (3400 cm-1) y a 2 modos vibracionales 
del estiramiento del enlace N-H. La región entre 3100 y 2800 cm−1 se relaciona con 
los enlaces C-H debido a los estiramientos tanto simétricos como asimétricos de 
los grupos CH2 y CH3 de grasas y carbohidratos. En la región comprendida entre 
1800 y 1500 cm−1 se encuentran las bandas amida I (C=O estiramiento) y amida II 
(C-N estiramiento y N-H flexión), junto con la banda a 1653 cm−1 relacionada con 
la vibración de estiramiento del enlace N-H de las proteínas. En el caso de las 
grasas, la banda relacionada con el estiramiento del enlace C=O aparece alrededor 
de 1725–1745 cm−1. La región mixta se encuentra entre 1500 y 1200 cm-1, que 
contiene bandas características de las grasas, proteínas y carbohidratos. La región 
comprendida entre 1200 y 900 cm−1 se relaciona con el estiramiento de los 
enlaces C-C y C-O junto con la distorsión de los enlaces C-O-C y C-O-H de los 
carbohidratos, así como la banda debida a la flexión del enlace C=C-H de las 
grasas. El intervalo de 900 a 750 cm−1 corresponde a la región de la huella dactilar. 
A 720 cm−1, aparece la banda de giro del enlace CH2 de la grasa [31, 32]. 
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Figura 1.6. Espectro ATR promedio de las muestras de alimentos consideradas en el estudio, en la 
región comprendida entre 4000 y 600 cm
-1
. Nota: Las regiones indicadas corresponden a las bandas 
características de grasa (F), proteinas (P) y carbohidratos (C). Para más detalles ver el texto 
 
3.1.3.2.1. Modelos PLS-ATR-FTIR 
La población de datos compuesta por las 58 muestras fue dividida mediante el 
algoritmo K-S para la selección de un conjunto de calibración y un conjunto de 
validación, con 45 y 13 muestras, respectivamente. Como en el modelo PLS-NIR, el 
conjunto de calibración se utilizó para construir los modelos, y el conjunto de 
validación para evaluar la capacidad predictiva del modelo y probar la robustez del 
mismo. 
A partir de los espectros MIR obtenidos de las muestras se ha construido un 
dendrograma usando el método de Ward Linkage después de MSC, FD, y MC 
como pre-tratamiento de los espectros, utilizando la región espectral 
comprendida entre 3600 y 600 cm-1.  En la Figura 1.7 se muestra la similitud de las 
muestras establecidas por el dendrograma construido. Como se puede observar, 
para un valor de corte de 0.65 se pueden diferenciar 4 grupos: un grupo formado 
por tarritos para bebés de frutas, el otro basado en menús infantiles de comida 
rápida y los otros dos grupos adicionales basados en tarritos para bebés y menús 
para adultos. Por lo tanto, a partir del dendrograma se puede observar que las 
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muestras seleccionadas por el algoritmo K-S para el conjunto de calibración son 
representativas, estando formado por 26 muestras de tarritos para bebés, 4 de 
ellas de frutas, 9 menús para adultos y 10 menús de comida rápida infantil.  
Las principales características de los conjuntos de calibración y validación 
empleados para la construcción de los modelos PLS-ATR-FTIR para todos los 
parámetros nutricionales considerados se muestran en la Tabla 1.3. En ella, se 
puede ver el número de muestras utilizadas después de rechazar posibles valores 
anómalos, el valor medio, la desviación y el rango de concentraciones de cada uno 
de los conjuntos de muestras. 
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Figura 1.7. Clasificación dendrográfica, mediante el método Ward Linkage, de los espectros 
ATR-MIR de las muestras de tarritos para bebés (TB), tarritos para bebés de fruta (TBF), menús 
infantiles de comida rápida (MICR) y menús para adultos (M). Nota: Cal y Val pertenecen a los 
conjunto de calibración y validación, respectivamente, establecidos por el algoritmo K-S. 
Línea discontinua: valor mínimo de corte de 0.65 
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Tabla 1.3. Principales características de los conjuntos de calibración y validación empleados 
para la construcción de los modelos PLS-ATR-FTIR 
 
Conjuntos de calibración (Cal) y validación (Val)  
Rango: valor mínimo-máximo. SD desviación estándar 
  
Para la selección de regiones espectrales se utilizó iPLS. Para ello se usó la región 
espectral comprendida entre 3600 y 600 cm-1, excepto la región entre 2300 y 1900 
cm-1 debido a la absorción de la celda ATR de diamante, y se dividió en intervalos 
de 88 variables usando como máximo 10 LV’s para la construcción del modelo. La 
combinación óptima de los intervalos espectrales se obtuvo a partir del menor 
error de la validación cruzada (RMSECV). En la Figura 1.8 se pueden observar los 
espectros y las regiones seleccionadas mediante iPLS para grasa, proteínas, 
carbohidratos y valor energético. Las regiones seleccionadas para la grasa fueron 
aquellas comprendidas entre 3148 y 2810 cm−1, en las que aparecen las bandas 
características debidas a tensión tanto simétrica como asimétrica del enlace C-H 
de los grupos -CH2- y -CH3, el intervalo entre 1450 y 1282 cm
−1 correspondiente a 
la región mixta, y la región entre 1111 y 773 cm−1 donde se encuentran las bandas 
debidas a los doblamientos del grupo C=C-H. En cuanto a las proteínas, las 
regiones seleccionadas por el iPLS fueron aquellas comprendidas entre 1450 y 
1282 cm−1 correspondientes a la región mixta y aquellas situadas entre 941 y 773 
cm−1 de la región de la huella dactilar. 
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Figura 1.8. Espectro NIR con la selección de las regiones mediante iPLS para la determinación de 
grasa total, proteínas, carbohidratos y valor energético mediante la  construcción de los modelos 
PLS-ATR-FTIR. Nota: los valores en cursiva corresponden al número de variables latentes (LV) 
 
Las regiones seleccionadas para la predicción de los carbohidratos fueron las 
comprendidas entre 2978 y 2810 cm-1, dónde se encuentran las bandas debidas al 
estiramiento del enlace C-H de los grupos CH2 y CH3, y la región mixta 
comprendida entre 1620 y 1282 cm-1. En el caso del valor energético, se 
seleccionaron las regiones entre 2978 y 2810 cm-1 correspondientes a los 
estiramientos simétricos y asimétricos del enlace C-H de los grupos CH2 y CH3 de la 
grasa y carbohidratos, y entre 1789 y 1622 cm−1 donde se encuentran las bandas 
de estiramiento del grupo C=O de la grasa.  
Los modelos PLS-ATR-FTIR se construyeron utilizando las regiones seleccionadas 
mediante iPLS, usando 6, 7, 5, y 7 LV’s para grasa, proteínas, carbohidratos y valor 
energético. Como pre-tratamiento espectral para todos los casos se consideró FD 
y MC. Antes de construir el modelo, se eliminaron 2 muestras en el conjunto de 
calibración de grasa y 1 en proteínas, mientras que en carbohidratos y valor 
energético se eliminaron 3 muestras, por considerarse en todos los casos como 
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valores anómalos. En la Tabla 1.4 se indican las características más importantes de 
los modelos PLS-ATR-FTIR construidos para cada uno de los parámetros 
nutricionales, como son RMSEC, RMSECV y R2 de calibración y validación cruzada. 
Tabla 1.4. Descripción de los modelos PLS-NIR empleados para la determinación de grasas 
totales, proteínas, carbohidratos y valor energético 
 
 
LV’s: número de variables latentes 
RMSEC: Error cuadrático medio de calibración;
 
RMSECV:
 
Error cuadrático medio de validación 
cruzada; RMSEP: Error cuadrático medio de predicción; RRMSEP: Error relativo cuadrático medio 
de predicción; R
2 
Cal:
 
coeficiente de determinación de calibración; R
2 
CV:
 
coeficiente de 
determinación de validación cruzada; R
2 
Pred:
 
coeficiente de determinación de predicción. MC: 
centrado en la media; FD: primera derivada. 
 
 
3.1.3.2.2. Capacidad de predicción del modelo PLS-ATR-FTIR  
El conjunto de validación formado por 13 muestras independientes al conjunto de 
calibración, se utilizó para confirmar la capacidad predictiva del modelo PLS-ATR-
FTIR para cada uno de los parámetros considerados en este estudio. En la Figura 
1.9 se representa la regresión entre los resultados predichos por el modelo frente 
los valores de referencia de grasa, proteínas, carbohidratos y valor energético, 
tanto para el conjunto de calibración como para el de validación. Únicamente 1 
muestra fue eliminada en el caso de la grasa y 2 en el caso de las proteínas.   
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Figura 1.9. Valores predichos frente los valores de referencia para la determinación de grasa, 
proteínas, carbohidratos y valor energético mediante los modelos PLS-ATR-FTIR construidos 
 
Para evaluar la exactitud de los modelos construidos, se calcularon los errores 
relativos entre los valores de referencia y los valores predichos del conjunto de 
validación. Para el caso de la grasa los errores encontrados variaban entre −16.8 y 
25.4%, para las proteínas entre −13.8 y 16.2%, para los carbohidratos entre −11.5 
y 13.8%, y para el valor energético entre −2.7 y 5 %. Además, se calcularon los 
coeficientes de variación de 3 replicas de las 11 muestras del conjunto de 
validación, obteniendo valores entre 0.4 y 15.4%, 0.8 y 12.2%, 0.2 y 5.0%, y 0.1 y 
3.0 % para grasa, proteínas, carbohidratos y valor energético, respectivamente. 
 
3.1.3.3. Comparación entre NIR y MIR  
Los modelos desarrollados mediante el uso de la espectroscopia NIR y MIR para la 
determinación de grasa, proteínas, carbohidratos y valor energético fueron 
aceptables. Los errores obtenidos tanto de calibración como de validación cruzada 
fueron menores para los modelos PLS-NIR con valores de RMSEC entre 0.4 y 1.3 g 
por 100 g para grasa, proteínas y carbohidratos, y de 7.9 kJ per 100 g para el valor 
energético, mientras que para RMSECV, los valores obtenidos para grasa, 
proteínas y carbohidratos se encontraban entre 1.0 y 1.6 g por 100 g, mientras 
que para el valor energético el error fue de 20.5 kJ por 100 g. En el caso de los 
Calibration set 
Validation set 
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modelos PLS-ATR-FTIR, los valores RMSEC obtenidos para grasa, proteínas y 
carbohidratos variaban entre 1.2 y 2.4 g por 100 g y de 24.9 kJ por 100 g en el 
valor energético, mientras que para RMSECV, dichos errores se encontraban entre 
2.3 y 3.8 g por 100 g en el caso de grasa, proteínas y carbohidratos y de 42.1 kJ por 
100 g para el valor energético. Como puede comprobarse los errores 
correspondientes a los modelos PLS-ATR-FTIR resultan ligeramente superiores a 
los obtenidos para la modelización PLS-NIR. 
Con respecto la capacidad predictiva de los modelos construidos, el modelo PLS-
NIR proporcionó R2 Pred de 96.7, 98.1, 98.9, y 96.5 para grasa, proteínas, 
carbohidratos y valor energético, con valores de RRMSEP de 9.2, 6.1, 2.1, y 1.0 %, 
respectivamente. Para los modelos PLS-ATR-FTIR, los valores de R2 Pred 
encontrados fueron de 91.0, 93.0, 92.0 y 84.1 para grasa, proteínas, carbohidratos 
y valor energético con valores de RRMSEP de 16.1, 11.4, 5.7 y 2.3 %, 
respectivamente. Como se puede observar, con los modelos PLS-NIR se obtienen 
mejores resultados que los encontrados por los modelos PLS-ATR-FTIR. 
Para evaluar la capacidad de predicción de las técnicas NIR y MIR, se calcularon los 
errores relativos de la predicción de cada uno de los parámetros a determinar. Los 
errores relativos encontrados mediante los modelos PLS-NIR, variaban entre −14.5 
y 12.3, −4.3 y 13.9, −1.9 y 1.0, y −1.8 y 1.9 % para grasa, proteínas, carbohidratos y 
valor energético, respectivamente, con coeficientes de variación entre 1.6 y 7.4, 
1.0 y 4.3, 0.1 y 0.7, y 0.1 y 1.6 %. En cuanto los modelos PLS-ATR-FTIR, los errores 
relativos variaron entre −16.8 y 25.4, −13.8 y 16.2, −11.5 y 13.8, y −2.7 y 5 con 
coeficientes de variación entre 0.4 y 15.4, 0.8 y 12.2, 0.2 y 5.0, y 0.1 y 3.0 % para 
grasa, proteínas, carbohidratos y valor energético, respectivamente. 
A partir de los resultados obtenidos en este estudio, se puede concluir que ambas 
técnicas, tanto NIR como MIR, pueden aplicarse para la determinación de grasa, 
proteínas, carbohidratos y valor energético en tarritos para bebés, menús 
infantiles de comida rápida y menús de comedores colectivos. Sin embargo, los 
modelos PLS-NIR presentan menores errores de calibración, validación cruzada y 
predicción que los modelos PLS-ATR-FTIR, y con mejores resultados de precisión, 
más adecuados para la determinación de grasas, proteínas, carbohidratos y valor 
energético en este tipo de muestras, lo que indica una mayor capacidad predictiva 
de las medidas en la región NIR que en la MIR. A ello contribuye en cierta medida 
la mayor precisión que se obtiene con las medidas de reflectancia difusa en el NIR, 
en las que no es necesario ningún tipo de manipulación de las muestras para su 
medida. 
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3.1.4. Conclusiones Capítulo 1 
A partir de los resultados obtenidos en este estudio y teniendo en cuenta que la 
preparación de muestra empleada en este trabajo es una etapa común para 
obtener los resultados en materia seca, se puede concluir que los modelos PLS-NIR 
construidos después de la selección del set de calibración mediante el algoritmo K-
S y una correcta selección de regiones espectrales, pre-procesado espectral y 
número de LV’s, proporcionan  una herramienta rápida y “verde” para el análisis 
de grasa, proteínas, carbohidratos y valor energético en tarritos para bebés, 
menús infantiles de comida rápida y menús de cafetería, en unos pocos minutos y 
sin la necesidad de utilizar reactivos ni disolventes. Es de destacar que en el caso 
de las medidas NIR éstas se realizan directamente sobre las muestras contenidas 
en viales de vidrio, por lo que la manipulación de las mismas es mínima, no 
produciéndose ninguna alteración ni modificación de las mismas. 
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3.2. Capítulo 2. Determinación de compuestos polares en aceites 
2.1. Introducción 
Los aceites y grasas expuestas a altas temperaturas durante el proceso de fritura, 
en presencia de aire o humedad, sufren una serie de reacciones que afectan 
drásticamente a su calidad. La polimerización, la oxidación y las reacciones 
hidrolíticas generan una amplia gama de productos de degradación, tanto volátiles 
como no volátiles, que pueden tener importantes efectos fisiológicos sobre la 
salud humana [1]. Los materiales polares totales (TPM, del inglés Total Polar 
Materials) se consideran como el mejor indicador y el parámetro más común para 
comprobar la calidad y la evaluación de los aceites de fritura [2]. Algunos países 
han establecido un valor máximo de TPM en aceite de fritura entre 24 y 30% 
(m/m). En España el nivel máximo de TPM establecido por la legislación española 
está en torno al 25% en peso [3]. Por lo tanto, es de gran importancia la 
determinación de TPM en aceites de fritura para garantizar su calidad. 
La determinación de TPM normalmente se realiza mediante separación por 
cromatografía en columna de gel de sílice y posterior análisis gravimétrico, 
siguiendo el método estándar aprobado por la Unión Internacional de Química 
Pura y Aplicada (IUPAC, del inglés International Union of Pure and Applied 
Chemistry) y la Asociación de Químicos Analíticos Oficiales (AOAC, del inglés 
Association of Official Analytical Chemists) [4]. Sin embargo, este método de 
referencia consume gran cantidad de tiempo y productos químicos y, es por ello, 
que se han realizado una serie de intentos para encontrar métodos alternativos, 
simples y rápidos, para la determinación de TPM en aceite de fritura usado. 
Existen dispositivos comercializadas para determinar el contenido de TPM en 
aceites basados en la medida de la constante dieléctrica, ya que un aumento en la 
concentración de moléculas polares aumenta directamente la constante 
dieléctrica del aceite [5]. Sin embargo, estos instrumentos requieren, por lo 
general, de una calibración compleja, no son adecuadas para ser empleadas en 
todos los tipos de aceite y, además, la temperatura puede influir en las mediciones 
[6]. Además, cuando se emplean estos sistemas de medición, la presencia de agua, 
sal y minerales puede afectar la polaridad de las muestras, proporcionando una 
errónea lectura sobre el contenido de TPM en los aceites [5]. 
La espectroscopia con transformada de Fourier en el infrarrojo medio (FT-IR) y 
cercano (FT-NIR) se presentan como dos potentes herramientas para monitorear 
la calidad del aceite de fritura usado. Se han realizado diversos estudios sobre la 
calidad del aceite mediante el uso de FT-IR para la determinación de la acidez y del 
contenido de TPM [7] o para evaluar la degradación de aceites comestibles 
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durante el proceso de calentamiento, mediante la determinación de ácidos grasos 
cis-insaturados, trans y ácidos grasos libres [8]. Además existen otros trabajos 
donde se utiliza el FT-NIR para la determinación del contenido de compuestos 
polares totales, triacilglicéridos (TAG) polimerizados, acidez y anisidina en grasas y 
aceites de fritura [9], ácidos grasos libres (FFA), TPM, viscosidad y punto de humo 
en aceites refinados de avellana y cacahuete [10], TAG polimerizados en aceites 
vegetales de diferentes orígenes botánicos [11] y acidez, material polar total 
(TMT), triglicéridos diméricos y poliméricos (DPTG) en aceites de cantinas, 
restaurantes y cafeterías [12]. 
En los últimos años se han realizado esfuerzos para desarrollar métodos rápidos 
para evaluar la calidad del aceite de fritura, como el diseño de un sensor 
capacitivo mediante electrodos interdigitados (IDEs) [13] que permiten evaluar la 
degradación del aceite de fritura o el uso del análisis hiperespectral VIS/NIR con 
calibración PLS [14]. Estos últimos métodos parecen prometedores para el 
monitoreo continuo en línea de la calidad a gran escala, pero no para el sector de 
los servicios alimentarios y los restaurantes en pequeña escala debido a su 
volumen y coste. 
 
Este estudio sobre el empleo de la espectroscopia vibracional para el análisis de 
aceites de fritura se encuentra dividido en 2 capítulos: 
 2.A. Comparación de la espectroscopia FT-NIR y FT-MIR para la determinación 
de compuestos polares en aceites de fritura usados. 
 2.B. Estudios previos para el desarrollo de un instrumento de bajo coste para la 
evaluación de la calidad del aceite de fritura. 
 
Por tanto, los objetivos de esta parte de la Tesis son: 
 El estudio y comparación del empleo de la espectroscopia FT-NIR y FT-MIR, en 
asociación con la calibración de mínimos cuadrados parciales (PLS), como 
herramientas analíticas verdes para la determinación directa de TPM en aceites 
de fritura. 
 La evaluación del uso de la espectroscopia NIR junto con las herramientas 
quimiométricas para seleccionar las condiciones de medida y los números de 
onda más adecuados para la determinación directa de TPM en aceites fritos, 
con el fin de obtener datos preliminares para el desarrollo de un instrumento 
de bajo coste para la evaluación de la calidad del aceite de fritura. 
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3.2.2. Parte experimental 
3.2.2.1. Instrumentos 
Los espectros del infrarrojo cercano registrados en este trabajo fueron obtenidos 
con un espectrofotómetro FT-NIR modelo Multi Purpose Analyzer (MPA) de Bruker 
(Bremen, Germany) equipado con una fuente NIR, un divisor de haz de cuarzo y un 
detector de PbS. El software Opus 6.5 de Bruker se utilizó tanto para el control 
instrumental, como para la adquisición de datos.  
Los espectros del infrarrojo medio fueron registrados con un espectrofotómetro 
modelo Tensor 27 FT-MIR de Bruker (Bremen, Alemania) equipado con un 
detector  de sulfato de triglicina dopado con L-alanina deuterada (DLaTGS). Los 
espectros de las muestras se obtuvieron mediante medidas en modo ATR, 
utilizando el accesorio para líquidos de Smiths Detection Inc. (Warrigton, UK) con 
un cristal DuraDisk de diamante/ZnSe de nueve reflexiones (véase Figura 2.1). Este 
instrumento también emplea el software Opus 6.5 de Bruker para su control 
instrumental y adquisición de los espectros.  
 
 
Figura 2.1. Accesorio con cristal de diamante/ZnSe de 9 reflexiones para muestras líquidas 
 
3.2.2.2. Método de referencia 
En ambos estudios, para obtener los datos de referencia de los valores de TPM de 
las muestras empleadas, se utilizó un medidor de aceite de fritura Testo 270 
(Testo Inc., Lenzkirch, Alemania) para medir la constante dieléctrica del aceite y 
relacionarla con el contenido total de polares en el aceite [5]. Osawa et al. [15] y 
Ögütcü et al. [10] encontraron una buena correlación entre los valores de TPM 
determinados por el procedimiento de referencia mediante separación 
cromatográfica y los obtenidos con el medidor Testo. La determinación de TPM se 
realizó por triplicado y se consideró el valor medio de dichos valores para el 
desarrollo de los estudios. 
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Capítulo 3.2.A. Comparación de la espectroscopia FT-NIR y FT-MIR para la 
determinación de compuestos polares en aceites 
3.2.A.1. Muestras 
El número total de muestras que se utilizaron en este estudio fue de 75, 
correspondientes a muestras de aceite frito usado y mezclas de ellas, las cuales 
pertenecen a aceites de girasol y de oliva (virgen y extra-virgen). Las muestras se 
pueden clasificar en tres grupos: i) 41 aceites fritos procedentes de uso domestico 
y utilizados en la fritura de diferentes tipos de alimentos, ii) 5 muestras de aceites 
comestibles sin usar y, iii) 29 muestras mixtas creadas a partir de mezclas de las de 
los grupos anteriores. 
 
3.2.A.2. Resultados y discusión 
3.2.A.2.1. Espectroscopia NIR  
Los espectros NIR en modo transmisión de las muestras de aceite se obtuvieron 
directamente en viales de vidrio de 1 ml, con un paso óptico de 6 mm, 
registrándose en el intervalo entre 14000 y 3500 cm-1 y usando el espectro de un 
vial de vidrio vacío como background. Los espectros fueron adquiridos 
acumulando 50 barridos y utilizando una resolución óptica de 4 cm-1. Se 
obtuvieron tres medidas de cada una de las muestras, girando la posición del vial 
entre las repeticiones, para asegurar una buena representatividad de los 
espectros. Todos los espectros se registraron a 25 ± 1 oC, calculándose los 
espectros promedio de cada muestra para ser empleados en la construcción de 
modelos de regresión y para la predicción. 
En la Figura 2.2 pueden verse los espectros NIR de muestras de aceite frito 
consideradas en este estudio sin ningún tipo de tratamiento previo de datos, en la 
región entre 14000 y 3500 cm-1. Las bandas de absorción alrededor de 8261 cm-1 
pertenecen al segundo sobretono de las vibraciones de estiramiento de los 
enlaces C-H, mientras que las bandas situadas a 7181 y 7065 cm-1 se deben a la 
banda de combinación de los enlaces C-H. Las bandas alrededor de 5792 y 5676 
cm-1 se atribuyen al primer sobretono de las vibraciones de estiramiento de los 
enlaces C-H de los grupos CH3, CH2 y CH=CH. Las bandas situadas a 4654 cm
-1 se 
asocian con las bandas de combinación de los enlaces C-H y vibraciones de 
estiramientos de los enlaces C-O [16,17]. 
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Figura 2.2. Espectros NIR de las muestras de aceite usado en la región comprendida entre 
14000 y 3500 cm
-1
 
 
3.2.A.2.2. Modelos PLS-NIR  
El conjunto completo las muestras de aceite utilizadas en este estudio se dividió 
en un subconjunto de calibración y otro de validación con 60 y 15 muestras, 
respectivamente, utilizando el algoritmo K-S. El conjunto de calibración se utilizó 
para construir el modelo PLS, mientras que el otro conjunto se empleó para 
comprobar la capacidad predictiva del método desarrollado. En la Tabla 2.1 se 
indican las características de las muestras incluidas en estos dos conjuntos. 
Para construir los modelos PLS, se probaron diferentes pre-procesamientos 
espectrales como la variación normal estándar (SNV), la corrección de la 
dispersión multiplicativa (MSC), la primera o segunda derivada y el centrado en la 
media, en diversas regiones espectrales. La validación cruzada "leave-one-out" fue 
utilizada para seleccionar el número óptimo de variables latentes (LV’s) de los 
modelos de acuerdo con el error cuadrático medio de la validación cruzada 
(RMSECV).  
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Tabla 2.1. Características de los conjuntos de calibración y validación empleados para los 
modelos PLS-NIR 
 
sd: desviación estándar 
 
Finalmente,  la selección de la región espectral se realizó mediante iPLS, 
dividiendo el espectro en sub-intervalos equidistantes de 100 variables y 
considerando 10 LV’s como máximo para la construcción de los modelos. Las 
regiones seleccionadas por el algoritmo iPLS para la determinación del contenido 
de TPM fueron aquellas comprendidas entre 12840-12456, 8983-8599, 7826-7442 
y 5126-4742 cm-1. Como pre-procesamiento se utilizó la primera derivada con un 
suavizado de 15 puntos y un centrado en la media, utilizando 5LV’s. El conjunto de 
calibración presentaba una muestra anómala que fue retirada antes de construir 
el modelo PLS, ya que presentaba valores altos de Q y T2 Hotelling. En la Tabla 2.2 
se pueden ver los valores de R2 Cal y R2 CV de 0.99 para ambos, junto con los 
valores de RMSEC y RMSECV de 0.7 y 0.8, respectivamente. 
 
Tabla 2.2. Parámetros de calibración y predicción del modelo PLS-NIR para la 
determinación de TPM en muestras de aceite. 
 
 
 
LV’s: número de variables latentes 
RMSEC: Error cuadrático medio de calibración;
 
RMSECV:
 
Error cuadrático medio de validación 
cruzada; RMSEP: Error cuadrático medio de predicción; RRMSEP: Error relativo cuadrático 
medio de predicción; R
2 
Cal:
 
coeficiente de determinación de calibración; R
2 
CV:
 
coeficiente de 
determinación de validación cruzada; R
2 
Pred:
 
coeficiente de determinación de predicción; RPD: 
desviación predictiva residual.  
 
La capacidad predictiva del modelo PLS-NIR obtenido se evaluó utilizando el 
conjunto de validación externo de 15 muestras no utilizadas para la construcción 
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del modelo. La Figura 2.3 muestra la regresión entre los contenidos de TPM (%) 
predichos por el modelo PLS-NIR y los valores  de referencia, tanto para el 
conjunto de calibración como para el de validación. Además, también se 
representa el ajuste de la recta teórico, es decir, en el caso de que los valores 
predichos y medidos fuesen los mismos, junto con el ajuste real perteneciente a  
los valores predichos por el modelo PLS construido. 
 
Figura 2.3. Regresión entre los valores de TPM (%) (m/m) predichos y de referencia 
mediante el uso del modelo PLS-NIR en muestras de aceite 
 
Además, en la Tabla 2.2 también se resumen los parámetros de validación más 
importantes del modelo PLS-NIR que finalmente se seleccionó. Se puede observar 
un valor de RRMSEP de 7.6% y un coeficiente de determinación R2pred de 0.99 
junto con un valor RPD de 9.1, por lo que se podría considerar el modelo es 
adecuado para fines analíticos con una excelente capacidad de predicción, 
obteniéndose para las muestras del conjunto de validación la siguiente línea de 
regresión entre los valores de referencia y los calculados por el modelo: 
  TPM(PLS-NIR)predicha = 0.9892 TPMReferencia - 0.2035  
con unos valores de pendiente y de ordenada en el origen estadísticamente 
iguales a 1 y 0, respectivamente. 
Por otra parte, se realizó un PCA para el análisis exploratorio de datos espectrales 
de todos los aceites considerados en el estudio. En la Figura 2.4a puede verse el 
gráfico de scores para el primer, segundo y tercer componente principal, después 
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del utilizar como tratamiento previo la FD y el MC. Estos tres PC’s representan en 
su conjunto el 97.77% de la varianza explicada (PC1 corresponde al 56.17%, PC2 
26.40% y PC3 15.20%).  
 
Figura 2.4. Análisis exploratorio PCA por NIR: a) Gráfico de scores de acuerdo a la 
clasificación del contenido de TPM (%) después de la primera derivada y centrado en la 
media y, b) Gráfico de loadings de PC1, PC2 y PC3 en las regiones seleccionadas por iPLS 
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Se puede observar que las muestras de aceite con bajo contenido de TPM están 
situadas hacia la izquierda del PC1 y en el centro de PC2 y las muestras con el 
mayor contenido de TPM se dispersan hacia la parte superior y a la derecha del 
gráfico (para más detalle ver la flecha en el gráfico de dirección de la distribución 
de las muestras en función de su contenido de TPM). Los números de onda 
responsables de la distribución de muestras de aceite frito en PCA pueden 
identificarse en los gráficos de loadings correspondientes (ver Figura 3b) con una 
clara identificación de bandas alrededor de 8700 cm-1 y entre 5100 y 4700 cm-1. 
 
3.2.A.2.3. Espectroscopia MIR  
Las medidas ATR-FTIR de las muestras de aceite se realizaron colocando 
aproximadamente 50 µl de muestra, con la ayuda de una pipeta pasteur, 
directamente sobre el cristal ATR de diamante. Los espectros se registraron en el 
intervalo comprendido entre 3500 y 500 cm-1 acumulando 50 barridos por 
espectro a una resolución de 4 cm-1. El background se adquirió al cristal ATR limpio 
inmediatamente antes de realizar el espectro de cada muestra. El cristal ATR se 
limpiaba con papel de celulosa seco, y comprobando posteriormente que no 
permanecían restos de aceite en el cristal realizando un espectro del mismo. El 
promedio de los espectros triplicados de cada muestra se empleó para construir 
los modelos de regresión y predicción. 
En la Figura 2.5 se muestran los espectros ATR de las muestras de aceite frito 
consideradas en este estudio, sin ningún tipo de pre-tratamiento de datos, en la 
región entre 3500 y 500 cm-1. La banda de absorbancia observada a 3006 cm-1 se 
debe a las vibraciones de estiramiento del enlace =C-H, mientras que la banda 
situada alrededor de 2953 cm-1, proviene de la vibración asimétrica de 
estiramiento del enlace CH de los grupos CH3. Las bandas situadas a 2924 y 2854 
cm-1 se deben a las vibraciones de estiramiento, asimétricas y simétricas, 
respectivamente, del enlace CH de los grupos CH2. Por su parte, las bandas 
localizadas a 1746 y 1653 cm-1 surgen de estiramiento del enlace C=O y 
vibraciones de estiramiento C=C, respectivamente. Las bandas a 1463 y 1377 cm-1 
pertenecen a de vibraciones de tijereteo de los enlaces CH2 y CH3, mientras que las 
de 1238, 1163, 1114, 1099 cm-1 están asociadas con la vibración de estiramiento 
del grupo C-O. Finalmente, la banda de absorción a 721 cm-1 corresponde al modo 
de oscilación del grupo CH2 [18]. La región comprendida entre 2240 y 1880 cm
-1 se 
debe a ruido consecuencia de la absorción que presenta el diamante del elemento 
óptico del accesorio ATR. 
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Figura 2.5. Espectros ATR-MIR de las muestras de aceite de 
este estudio, en la región entre 3500 y 500 cm
-1
 
 
3.2.A.2.4. Modelos PLS-ATR-FTIR  
Para construir los modelos PLS-ATR-FTIR se utilizaron los mismos conjuntos de 
calibración y validación usados previamente para el modelo de regresión PLS-NIR 
con el fin de comparar las técnicas MIR y NIR para la predicción del contenido de 
TPM en aceites fritos. Las principales características de los conjuntos de 
calibración y validación empleados para la construcción del modelo PLS-ATR-FTIR 
se encuentran resumidas en la Tabla 2.3, dónde también se informa de las 4 
muestras anómalas encontradas en el conjunto de calibración, con valores 
elevados de Q y T2 Hotteling. 
Para seleccionar las regiones espectrales mediante iPLS, el espectro se dividió en 
sub-intervalos equidistantes de 100 variables utilizando 10LVs como máximo para 
construir los modelos de calibración. Las regiones finalmente seleccionadas fueron 
aquellas comprendidas entre 1765-1381 y 993-802 cm-1. Los mejores resultados se 
obtuvieron mediante el uso de primera derivada, con un suavizado de 15 puntos, y 
centrado en la media, con valores de 0.98 y 0.97 para R2Cal y R2CV y, RMSEC y 
RMSECV de 1.1 % m/m TPM y 1.6 % m/m TPM, respectivamente. 
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Tabla 2.3. Características de los conjuntos de calibración y validación empleados para los modelos 
PLS-MIR 
 
sd: desviación estándar 
 
En la Figura 2.6 se representa la regresión entre los valores predichos para el 
contenido de TPM obtenido por el modelo PLS-ATR-FTIR y los obtenidos por el 
método de referencia, encontrándose para el conjunto de validación una recta  de 
regresión  
  TPM(PLS-ATR-FTIR) = 1. 049 TPMReferencia – 0.3395 
con unos valores de pendiente y de ordenada en el origen estadísticamente 
iguales a 1 y 0, respectivamente. 
 
Figura 2.6. Regresión entre los valores de TPM (%) predichos y de referencia 
mediante el uso del modelo PLS-MIR en muestras de aceite 
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En la Tabla 2.4 se muestran los parámetros más importantes del modelo  PLS-ATR-
FTIR que ha proporcionado los mejores resultados, dónde se puede observar que 
el modelo proporcionó una buena correlación para la predicción, con valores de R2 
Pred y RRMSEP de 0.97 y  11.8%, respectivamente. Además, se obtuvo un valor 
RPD de 5.8, considerado adecuado para propósitos analíticos con excelente 
precisión de predicción. 
 
Tabla 2.4. Parámetros de calibración y predicción del modelo PLS-MIR para la determinación 
de TPM en muestras de aceite 
 
LV’s: número de variables latentes 
RMSEC: Error cuadrático medio de calibración;
 
RMSECV:
 
Error cuadrático medio de validación 
cruzada; RMSEP: Error cuadrático medio de predicción; RRMSEP: Error relativo cuadrático medio 
de predicción; R
2 
Cal:
 
coeficiente de determinación de calibración; R
2 
CV:
 
coeficiente de 
determinación de validación cruzada; R
2 
Pred:
 
coeficiente de determinación de predicción; RPD: 
desviación predictiva residual. 
 
Por otro lado, la Figura 2.7 ilustra el análisis de datos exploratorio PCA de los datos 
ATR-MIR, coloreados según el contenido de TPM. La Figura 6a muestra el gráfico 
de scores para el primer, segundo y tercer componente principal después del pre-
tratamiento de primera derivada y centrado en la media, representando un total 
de la varianza explicada del 94.88% (PC1 corresponde al 76.47%, PC2 13.71% y PC3 
4.70%). En la Figura 2.7a, se observa que las muestras de aceite con bajo 
contenido de TPM están situadas hacia la izquierda del PC1 y PC2, mientras que 
las muestras con un contenido de TPM más alto se dispersan hacia la parte 
superior derecha del gráfico, tal como queda indicado por la flecha de dirección 
representada. En la Figura 2.7b se muestran las loadings correspondientes a los 
componentes principales PC1, PC2 y PC3, responsables de la distribución de 
muestras de aceite frito en el espacio PCA, con una clara identificación de bandas 
correspondientes a los intervalos de número de ondas comprendidos entre 1765-
1381 y 993-802 cm-1. 
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Figura 2.7. Análisis exploratorio PCA por MIR: a) Gráfico de scores de acuerdo a la 
clasificación del contenido de TPM (%) después de la primera derivada y centrado en la 
media y, b) Gráfico de loadings de PC1, PC2 y PC3 en las regiones seleccionadas por iPLS 
para el análisis de espectroscopia de infrarrojo medio. 
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3.2.A.2.5. Comparación MIR y NIR para la determinación de TPM 
Con el fin de poder establecer una comparación de los modelos PLS construidos a 
partir de los espectros NIR y MIR para la determinación del contenido de TPM en 
aceites fritos, se utilizó la misma serie de muestras para seleccionar los conjuntos 
de calibración y validación y construir los mejores modelos PLS. En la Tabla 2.5 
pueden compararse  los resultados de predicción de los modelos PLS-NIR y PLS-
ATR-FTIR que ofrecieron la mayor capacidad predictiva. 
 
Tabla 2.5. Parámetros de calibración y predicción de los modelos PLS para la determinación 
de TPM en muestras de aceite. 
 
LV’s: número de variables latentes 
RMSEC: Error cuadrático medio de calibración;
 
RMSECV:
 
Error cuadrático medio de validación 
cruzada; RMSEP: Error cuadrático medio de predicción; RRMSEP: Error relativo cuadrático medio 
de predicción; R
2 
Cal:
 
coeficiente de determinación de calibración; R
2 
CV:
 
coeficiente de 
determinación de validación cruzada; R
2 
Pred:
 
coeficiente de determinación de predicción; RPD: 
desviación predictiva residual.  
 
Como se puede observar, los valores encontrados tanto para RMSEC como sobre 
todo para RMSECV en el modelo PLS-ATR-FTIR son mayores que los obtenidos en 
el modelo PLS-NIR, y siendo los valores R2 Cal y R2 CV de este último mejores que 
los encontrados en PLS-ATR-FTIR.  
Cabe destacar que la espectroscopia NIR proporcionó mejores resultados que la 
espectroscopia MIR ya que se obtuvieron menores errores de predicción de 0.6 y 
1.0 % m/m, que suponen unos errores relativos de 7.6 % y 11.8 %, 
respectivamente. Sin embargo, tanto NIR y MIR, podrían ser consideradas 
adecuadas para fines analíticos con valores RPD de 9.1 y 5.8, respectivamente. 
Comparando los resultados obtenidos en este estudio con los encontrados por 
otros autores, Bansal et al. [5] reportaron un valor de RRMSEP de 10.1% para la 
determinación de TPM utilizando FT-IR en dos tipos de aceite de colza y un valor 
de RPD de 7.1, con 104 muestras para el conjunto de calibración y 52 muestras 
para el conjunto de validación. Estos resultados son ligeramente mejores que los 
encontrados en este estudio, pero hay que destacar que en nuestro trabajo se han 
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considerado tres tipos de aceite (girasol, aceite virgen  y extra virgen de oliva) y 
mezclas de los mismos, lo que supone una mayor heterogeneidad de la población 
de muestras. Gertz et al. [9] encontraron valores de RMSEP de 1.97 % m/m y R2 
Pred de 0.97 utilizando FT-NIR para la determinación de TPM, mientras que 
nuestros resultados fueron de 0.6 y 0.99, respectivamente. Ögütcü et al. [10] 
aplicaron un modelo de calibración PLS para determinar TPM por espectroscopia 
NIR usando también una sonda capacitiva Testo 265 como método de referencia, 
obteniendo un valor R2 Pred de 0.93 frente a 0.99 obtenido en el presente estudio. 
Büning-Pfaue et al. [12] utilizaron las mediciones de constante dieléctrica como 
método de referencia obteniendo una relación SD/RMSECV de aproximadamente 
5, mientras que el valor encontrado en el estudio realizado ha sido de 10.6. 
 
3.2.A.3. Conclusiones Capítulo 2.A 
Los resultados encontrados a través de este estudio indican que las medidas de 
espectroscopia NIR y MIR por transmisión y modo ATR, tratadas respectivamente 
por PLS, podrían aplicarse como un método rápido y verde para la determinación 
de TPM en aceites de fritura con diferentes niveles de uso.  
En este trabajo el conjunto de muestras de aceite de fritura medidas en el NIR fue 
dividido, mediante el algoritmo de Kennard-Stone, en un conjunto de calibración y 
otro de validación, formados por 60 y 15 muestras, respectivamente. Para poder 
comparar los modelos PLS-NIR y PLS-ATR-FTIR, los mismos conjuntos de muestras 
seleccionados para el NIR, fueron utilizados para construir los modelos PLS-ATR-
FTIR. A pesar de que se encontraron 4 muestras anómalas para el caso del ATR y 
únicamente 1 para el NIR, estos estudios evidencian que ambas técnicas ofrecen 
una alternativa a los métodos tradicionales empleando equipos de laboratorio 
para la evaluación de calidad de muestras de aceite frito con bajos errores de 
predicción. Hay que destacar especialmente que la técnica NIR ofrece mejores 
resultados y mayores ventajas que el MIR ya que, a pesar de que requiere una 
mayor cantidad de muestra, se necesita un menor tiempo de medida y presenta 
una menor probabilidad de contaminación debido a que las muestras se 
encuentran en viales de vidrio y no precisan de limpieza del accesorio antes de la 
medida de cada muestra. 
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Capítulo 3.2.B. Estudios previos para el desarrollo de un instrumento de bajo 
coste para la evaluación de la calidad del aceite de fritura 
Según el estudio previo, en el que se comparaba la espectroscopia NIR y MIR, y a 
pesar que de los resultados obtenidos se pueden considerar que ambas son aptas 
para la determinación del contenido de TPM en muestras de aceite frito, la 
espectroscopia NIR ha presentado mejores resultados, con valores más bajos de 
RRMSEP y un mejor RPD. Es por ello, que el siguiente estudio se ha realizado 
únicamente mediante el uso de la espectroscopia NIR. Además, el objeto de este 
estudio es establecer las condiciones espectrales para poder llevar a cabo la 
determinación de TPM con el menor número de variables espectrales (número de 
ondas), que puedan ser aplicados mediante el empleo de filtros ópticos o fuentes 
de diodo (LED´s). Para ello se va  utilizar la regresión lineal múltiple (MLR, del 
inglés Multiple Linear Regression)  para predecir el contenido de TPM en muestras 
de aceite de fritura utilizando más de una variable explicativa; ya que esto va a 
ofrecer la ventaja de utilizar más información en la construcción del modelo y, 
consecuentemente, realizar estimaciones más precisas, pero sin la necesidad de 
utilizar demasiadas variables, como es el caso de los modelos de mínimos 
cuadrados parciales (PLS, del inglés Partial Least Square) el cual se utilizará para 
conocer los mejores resultados que se podrían obtener utilizando esta técnica. 
 
3.2.B.1. Muestras 
Para este estudio se utilizaron un total de 105 muestras constituidas por 
diferentes aceites de fritura y mezclas de los mismos, que se pueden clasificar en 4 
grupos: i) 17 aceites fritos fueron suministrados por el Centro Superior de 
Investigación en Salud Pública (CSISP) de Valencia, de restaurantes y servicios de 
catering a centros colectivos, ii) 41 aceites fritos procedentes de uso doméstico, iii) 
5 muestras de aceites comestibles sin uso y, iv) 42 muestras preparadas a partir de 
mezclas de los diferentes aceites fritos. 
 
3.2.B.2. Resultados y discusión 
3.2.B.2.1. Espectros NIR 
Las muestras de aceite se transfirieron directamente a viales de vidrio de 1 ml con 
un diámetro interno de 6 mm. Los espectros se registraron en el intervalo 
comprendido entre 14000 y 3500 cm-1 usando el espectro de un vial de vidrio 
vacío como background, promediando 50 barridos y utilizando una resolución 
espectral de 4 cm-1. Se obtuvieron tres medidas de cada muestra girando la 
posición del vial de muestra entre las repeticiones para asegurar una buena 
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representatividad de los espectros, calculándose el promedio de cada muestra 
para su posterior empleo en la construcción de los modelos de regresión. 
Con el fin de simular el uso de instrumentos basados en filtros, se ha considerado 
una estrategia de reducción variables basada en el cálculo del promedio cada 10 
puntos del espectro (aproximadamente equivalente a 20 cm-1) proporcionando así 
una reducción variable desde 5440 a 544 puntos por espectro. En la Tabla 2.6 se 
representa, a modo de ejemplo, algunas variables del espectro original  junto con 
las correspondientes al espectro de las variables reducidas, de modo que el 
espectro original tendría 5440 variables, mientras que el espectro reducido 
contiene únicamente 544 variables.  
 
Tabla 2.6. Comparación del espectro original y del espectro con las variables reducidas de 
una muestra de aceite de fritura. 
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En la Figura 2.8 se compara el espectro original de una muestra de aceite de 
fritura con un 33.5% m/m de contenido de TPM con el espectro obtenido después 
de la reducción variable llevada a cabo según el procedimiento descrito en 
anteriormente. 
 
Figura 2.8. Comparación del espectro original de una muestra de aceite frito con una 
concentración de 33,5% m/m TPM con la obtenida después de la reducción de 
variables. Inserto: Detalle de las diferencias en la región de  5400-4500 cm
-1
. 
 
3.2.B.2.2. Modelización 
Antes de construir los modelos de calibración mediante el empleo MLR o PLS, la 
población total de muestras de aceite se dividió en un subconjunto de calibración 
y otro de validación, con 73 y 32 aceites, respectivamente, seleccionados 
mediante el algoritmo de Kennard-Stone. Se van a utilizar los mismos conjuntos de 
calibración y validación en todos los supuestos que se van a considerar en este 
estudio, pudiendo encontrar las características de los mismos en la Tabla 2.7. Cabe 
decir, que las muestras incluidas en el conjunto de calibración son representativas 
de los diferentes grupos de aceite y cubren todo el intervalo de contenido de TPM. 
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Tabla 2.7. Características de los datos de referencia en los conjuntos de datos de calibración y 
validación empleados para construir los modelos MLR y PLS 
 
 
sd: desviación estándar 
 
 
3.2.B.2.2.1. MLR y PLS con reducción de variables 
3.2.B.2.2.1.1. Modelos MLR-NIR  
Para seleccionar las variables espectrales a partir de los espectros reducidos, se ha 
considerado que los espectros están divididos en 544 intervalos, cada uno de los 
cuales incluye 1 variable. Se construyeron 3 modelos diferentes mediante la 
validación cruzada "leave-one-out" considerando como máximo sólo 4, 3 ó 2 
variables, usando en todos los casos el centrado en la media como tratamiento 
previo de los datos y  la selección de variables paso a paso mediante forward. Los 
números de onda que proporcionaron los mejores resultados para el modelo MLR 
al considerar 4 variables fueron: 5792, 4808, 4634 y 4577 cm-1. En el caso del 
modelo MLR con 3 variables, los números de onda seleccionados fueron 5792, 
4808 y 4577 cm-1, mientras que para los modelos MLR de 2 variables, los valores 
obtenidos fueron 5792 y 4808 cm-1. 
Los principales parámetros de calibración correspondientes a los tres modelos 
MLR-NIR desarrollados se resumen en la Tabla 2.8, indicando también los números 
de onda utilizados para cada uno de los modelos construidos, así como los valores 
de RMSEC, RMSECV, R2 Cal y R2CV.  
Los tres modelos MLR-NIR seleccionados fueron evaluados mediante el uso del 
conjunto de validación independiente formado por las restantes 32 muestras de 
aceite de fritura. Los principales parámetros de predicción de estos modelos MLR-
NIR se resumen en la Tabla 2.8, donde se puede observar que se obtuvieron 
buenos resultados para el contenido de TPM de modelos MLR correspondientes a 
3 y 4 variables, con valores de RRMSEP de 18.1 y 12.1% con R2pred  por encima de 
0.93. 
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Los valores de RPD fueron de 3.3 y 5.0 para 3 y 4 variables, respectivamente, lo 
que indica que pueden utilizarse para la determinación cuantitativa de TPM en 
aceite de fritura, siendo el modelo MLR con 4 variables muy bueno. Para el 
modelo MLR con 2 variables, se obtuvieron resultados no satisfactorios con un 
valor de RRMSEP de aproximadamente 23% y un valor de RPD por debajo de 3.0, 
lo que indicaría que un número tan reducido de variables no resultaría adecuado 
para la correcta predicción del contenido de TPM en muestras de aceite de fritura 
Obviamente cuanto mayor sea el número de variables considerado, la capacidad 
predictiva del modelo MLR-NIR aumenta, por lo que cabe esperar que un número 
de variables superior al máximo de 4 considerado proporcionaría aún mejores 
resultados. Sin embargo, considerando que el propósito de este estudio es el de 
conocer las condiciones espectrales que permitieran construir un instrumento de 
bajo coste, se ha considerado que 4 debería ser el número máximo de números de 
onda para no implicar un diseño excesivamente complejo del instrumento de 
medida.  
 
3.2.B.2.2.1.2. Modelos PLS-NIR  
En este caso se construyeron dos modelos PLS con diferentes regiones espectrales 
(número de variables) y pre-tratamiento basados en las variables reducidas. El 
primer modelo corresponde con el uso de sólo 4 variables para la construcción del 
modelo, con el fin de poder comparar su capacidad de predicción con la del mejor 
modelo MLR calculado en el apartado anterior. El segundo modelo,  fue 
construido considerando intervalos a partir de las 544 variables para obtener la 
mejor capacidad predictiva mediante el uso de PLS con los espectros NIR con 
reducción de variables. 
Para construir el modelo PLS con 4 variables, se empleó el iPLS, considerando el 
espectro reducido como 544 sub-intervalos equidistantes de 1 variable y usando 
10LVs como máximo para la construcción del modelo. Como pre-tratamiento de 
los espectros se utilizó el centrado en la media. Los cuatro números de onda 
seleccionados por iPLS fueron 5792, 4828, 4808 y 4577 cm-1, que coinciden con 
algunos de los seleccionados para la construcción de los modelos MLR. 
Para construir el mejor modelo PLS en los espectros reducidos se consideraron 
intervalos espectrales en lugar de números de onda individuales, y para ello la 
región de espectro entre 14000 y 4356 cm-1 se dividió en 10 sub-intervalos 
equidistantes de 50 variables reducidas cada uno de ellos, utilizando 10 LV’s como 
máximo para la obtención del modelo PLS. Se estudiaron diferentes pre-
tratamientos de datos así como combinaciones de intervalos espectrales para 
Mari Merce Cascant. Tesis Doctoral 
 
118  
 
obtener el error mínimo de validación cruzada. El empleo de la primera derivada 
junto con el centrado en la media como pre-tratamiento espectral, proporcionó 
los mejores resultados, considerando como óptimas 5LV’s y las regiones 
espectrales comprendidas entre 8203 y 5329 cm-1. 
Los principales parámetros de calibración de los modelos PLS-NIR considerando los 
espectros con variables reducidas, se resumen en la Tabla 2.9, donde se puede ver 
el número de variables latentes, y los valores de RMSEC, RMSECV, R2 Cal y R2 CV 
obtenidos para ambos modelos PLS-NIR obtenidos a partir de los espectros con 
variables reducidas. 
El conjunto de validación externa se utilizó para confirmar la idoneidad de los 
modelos construidos, encontrándose en la Tabla 2.9, los principales parámetros de 
predicción. En los dos casos se obtuvo una buena capacidad predictiva  para los 
modelos PLS establecidos. Para el modelo PLS construido con 4 variables, se 
obtuvo un valor RRMSEP del 14.4% con R2pred de 0.95. En el caso del modelo PLS 
construido con 5 LV’s en la región entre 8203 y 5329 cm-1, el RRMSEP obtenido fue 
del 7.0% con R2 Pred de 0.99. Los valores de RPD encontrados fueron de 4.2 y 8.5, 
respectivamente.  
A partir de los resultados obtenidos para estos modelos PLS-NIR, de acuerdo con 
los criterios reportados, ambos modelos de calibración pueden usarse para la 
determinación cuantitativa de TPM en aceite de fritura, siendo el modelo PLS 
basado en 5 LV’s y en el rango comprendido entre 8203 y 5329 cm-1, un excelente 
modelo para ser usado en cualquier aplicación. 
 
3.2.B.2.2.2. Modelo PLS-NIR sin variables reducidas 
El modelo PLS-NIR sin reducción de variables fue construido con el fin de evaluar 
cual sería la mejor capacidad predictiva que se podría obtener a partir de los 
espectros NIR considerando la totalidad de las variables espectrales. 
Para ello, el iPLS se empleó para la selección de regiones espectrales mediante la 
división del espectro en sub-intervalos equidistantes de 100 variables y utilizando 
10 LV’s como máximo para la construcción de los modelos. Los mejores resultados 
se obtuvieron considerando como pre-tratamiento de los datos la primera 
derivada y el centrado en la media en las regiones consideradas entre 12840-
12456, 8983-8599, 7826-7442 y 5126-4742 cm-1. Los principales parámetros de 
calibración y validación cruzada del modelo PLS-NIR desarrollado se resumen en la 
Tabla 2.10. Como en los casos anteriores, el conjunto de validación fue utilizado 
para el estudio de la capacidad predictiva del modelo construido. 
 
Resultados experimentales y ámbito de aplicación. Muestras de alimentos 
  
119 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Mari Merce Cascant. Tesis Doctoral 
 
120  
 
Los principales parámetros del modelo PLS-NIR desarrollado se indican también en 
la Tabla 2.10, donde se observa que el valor de RRMSEP se encuentra por debajo 
del 6.5% con valores de R2 Cal, R2 CV y R2 Pred de 0.98, 0.97 y 0.99, 
respectivamente, indicando una buena precisión de este modelo PLS. El valor RPD 
encontrado para el modelo seleccionado fue de 9.2, que puede ser considerado 
adecuado para fines analíticos ya que supone una buena capacidad predictiva. 
 
3.2.B.2.3. Comparación de los diferentes modelos de calibración  
En la Tabla 2.11 se resumen los resultados obtenidos para los diferentes modelos 
de calibración MLR-NIR y PLS-NIR considerados en este estudio. Como puede 
verse, los mejores resultados obtenidos para la determinación de TPM en 
muestras de aceites de fritura por espectroscopia NIR fueron encontrados por PLS-
NIR cuando se consideró el espectro NIR original, sin reducción en el número de 
variables. El uso de este modelo ofrece una alternativa para ser utilizado con 
equipos NIR de laboratorio para la determinación de TPM en aceites empleados 
para freír diferentes tipos de alimentos. 
Con el fin de comparar los mejores resultados obtenidos en este estudio 
empleando el espectro NIR completo con los encontrados por otros autores, que 
investigan las posibilidades de utilizar NIR para este propósito, se calculó la 
relación entre la desviación estándar de los datos de calibración (SD) y el valor 
RMSECV. En nuestro estudio, la relación SD/RMSECV y los valores de R2pred 
fueron de 5.8 y 0.99, respectivamente, que se compara adecuadamente con los 
valores de aproximadamente 5 y 0.98 obtenidos por Büning-Pfaue et al. [12] que 
utilizó medidas de la constante dieléctrica como método de referencia. Por otra 
parte, Ögütcü et al. [10] aplicaron un modelo de calibración PLS para determinar 
TPM por espectroscopia NIR utilizando la sonda capacitiva Testo 265 como 
método de referencia, obteniendo un valor de R2pred de 0.93. 
Para evaluar la posibilidad de diseño de un instrumento NIR de bajo coste para 
determinar el contenido de TPM en aceites de fritura, se puede considerar el uso 
de un modelo MLR-NIR basado en 4 números de onda seleccionados como la 
mejor opción, obteniéndose un valor RRMSEP de 12.1% y RPD de 5.0. En estas 
condiciones de trabajo, el contenido de TPM en aceites de fritura predicho por 
MLR-NIR mostró una correlación significativa, obteniéndose un valor R2 Pred de 
0.96 frente al 0.90 encontrado por Khaled et al. [13] que utiliza un sensor 
capacitivo para la obtención de los datos de referencia. Por lo tanto, la calibración 
MLR-NIR de los datos NIR encontrados en 5792, 4808, 4634 y 4577 cm-1 podrían 
utilizarse para la determinación cuantitativa de TPM en muestras de aceite de 
fritura con unos resultados adecuados. 
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3.2.B.3. Conclusiones Capítulo 2 
El uso de modelos quimiométricos aplicado a los espectros NIR de transmisión de 
aceites de fritura usados permite, la determinación exacta de TPM con valores de 
RRMSEP de 6.5% y RPD de 9.2. Además el modelo MLR-NIR construido a partir de 
espectros NIR con variables reducidas proporcionó una buena correlación entre 
los 4 números de onda seleccionados y el contenido de TMP medido por el 
método de referencia, con un valor R2pred de 0.96 y un RPD de 5.0. Estos 
resultados son adecuados para fines analíticos con una precisión de predicción 
excelente pudiendo ser utilizados para diseñar un instrumento de bajo coste para 
una evaluación rápida y barata de la calidad del aceite de fritura. Estos 
instrumentos podrían fabricarse con un sistema de filtros o LED’s que permitieran 
trabajar a los cuatro números de onda seleccionados, obteniendose así un equipo 
portátil, de bajo coste, para la evaluación del aceite de fritura a partir de la 
estimación del contenido de TPM. Además, las medidas directas se realizarían 
directamente sobre las muestras contenidas en un vial de vidrio, evitando así la 
contaminación cruzada entre las mismas. 
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3.3. Capítulo 3. Determinación de lípidos en aceite de salmón 
3.3.1. Introducción 
La determinación de los lípidos y la evaluación de la composición de los ácidos 
grasos en los alimentos resultan de gran importancia para la salud humana. Los 
lípidos se clasifican generalmente en lípidos no polares (triglicéridos (TAG), 
diglicéridos (DAG), monoglicéridos (MAG) y esteroles) y lípidos polares (ácidos 
grasos libres (FFA), fosfolípidos y esfingolípidos) [1], siendo el impacto de ácidos 
grasos (FA) sobre los efectos beneficiosos de la salud humana uno de los temas 
más investigados. El pescado y el marisco son fuentes importantes de ácidos 
grasos poliinsaturados de cadena larga del tipo Omega-3 (LCn-3PUFA, del inglés 
Long Chain Omega 3 Poliunsaturated Fatty Acids). Se ha comprobado que una 
elevada ingesta de LCn-3PUFAs produce efectos beneficiosos sobre la salud 
humana, reduciendo el impacto de las enfermedades cardiovasculares, la 
diabetes, el cáncer, la obesidad, las enfermedades autoinmunes, la artritis 
reumatoide, el asma  e, incluso, la depresión [2-4]. 
Los ácidos LCn-3PUFA más importantes son el ácido eicosapentaenoico (EPA, C20: 
5n-3) y el ácido docosahexaenoico (DHA, C22: 6n-3) [5], junto con el ácido 
docosapentaenoico (DPA, C22: 5n-3) que también representa una relativa  
importancia [6]. Cabe indicar que el precursor tanto del EPA como del DHA es el 
ácido α-linolénico (ALA, C18: 3n-3) [7]. Por otra parte, las altas ingestas de ácidos 
grasos poliinsaturados de cadena larga del tipo Omega-6 (LCn-6PUFA) tienen 
propiedades opuestas a las de los LCn-3PUFAs [3], [4], siendo el ácido linoleico (LA; 
C18: 2n-6) el precursor del ácido araquidónico (AA, 20: 4n-6), considerado uno de 
los principles ácidos grasos de la familia de los omega 6 [7]. 
A diferencia de los ácidos grasos Omega-3 y Omega-6, la ingesta de ácidos grasos 
del tipo Omega-9 no resulta tan esencial ya que los seres humanos son capaces de 
sintetizar uno de los principales Omega 9, el ácido oleico (OA, C18: 1n-9), a partir 
del ácido esteárico [8]. El OA es el principal ácido graso monoinsaturado (MUFA, 
del inglés Monounsaturated Fatty Acid) presente en el aceite de salmón y, tal 
como se ha indicado, pertenece a la familia de los ácidos grasos Omega-9. En la 
literatura científica algunos autores constatan que existe una correlación entre el 
alto contenido de MUFA del aceite de pescado con los efectos cardioprotectores 
que presenta [9]. Por el contrario, Wu et al. [10] demostraron que el ácido 
palmítico (PA, C16: 0) y el OA afectaban al colesterol y al metabolismo de los 
ácidos grasos de una manera opuesta. Por su parte, el PA es el principal ácido 
graso saturado (SFA, del inglés Saturated Fatty Acid) presente en el aceite de 
salmón. Se ha podido comprobar que las dietas ricas en PA, promueven la 
desregulación hipotalámica y contribuyen a la obesidad a través de la interrupción 
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de las señales reguladoras del apetito [11]. Los SFA afectan a los mecanismos 
implicados en el metabolismo del colesterol [12]. Por tanto, por las razones antes 
mencionadas y desde el punto de vista de la salud humana, es necesario un 
conocimiento más detallado de la presencia y concentración de los diferentes 
tipos o familias de lípidos en el aceite de pescado. 
A pesar de su importancia, la determinación de los lípidos en alimentos no puede 
realizarse directamente, sino que es necesaria una extracción previa. Un método 
de extracción comúnmente usado para determinar los lípidos en alimentos es el 
método de Soxhlet [13], utilizando n-hexano como disolvente [14]. El n-hexano es 
un disolvente con bajo punto de ebullición, baja polaridad y estabilidad química, 
sin embargo se obtiene a partir de petróleo, un recurso no renovable. Este 
disolvente se clasifica en el Reglamento de Registro, evaluación, autorización y 
restricción de sustancias químicas (REACH, del inglés Registration, Evaluation, 
Authorisation and restriction of CHemicals) como Categoría 2 de tóxicos para 
ambientes acuáticos y para la reproducibilidad [15]. La Agencia de Protección 
Ambiental de los Estados Unidos de América (EPA, del inglés Environmental 
Protection Agency) regula el n-hexano bajo la Ley de Aire Limpio (CAA, del inglés 
Clean Air Act) y lo ha clasificado como un contaminante del aire peligroso (HAP, 
del inglés Hazardous Air Pollutants). El n-hexano se evapora muy fácilmente al aire 
y se disuelve muy ligeramente en el agua [16]. Por lo tanto, para prevenir la 
contaminación producida por el n-hexano es necesario reemplazarlo por otro tipo 
de disolvente que resulten más inocuos y menos peligrosos. Se han realizado 
varios intentos para encontrar disolventes alternativos que permitan reemplazar 
el hexano como disolvente cuando se emplea para realizar las extracciones o 
como disolvente para los análisis químicos [17-22]. En ese sentido se ha 
contemplado la posibilidad de sustituirlo por disolventes con baja toxicidad, fácil 
de reciclar, inertes y que no contamine el producto, es decir por un disolvente 
considerado verde. 
Particularizando para el proceso de separación de las grasas presentes en 
pescados, una vez realizada la extracción de los lípidos con n-hexano, el disolvente 
es evaporado mediante el uso de un rotavapor y, posteriormente, se hace uso de 
las técnicas cromatográficas para determinar la composición de los ácidos grasos y 
de los lípidos presentes en el extracto obtenido. 
Las técnicas cromatográficas habitualmente empleadas para el estudio de los 
ácidos  grasos y lípidos presentes en la fracción extraída son: 
 Cromatografía en capa fina de alto rendimiento (HPTLC), que se utiliza para la  
separación, identificación de los lípidos individuales y determinación 
cuantitativa en los alimentos. Su uso en el análisis de lípidos implica los 
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siguientes pasos: i) preparación de la muestra, ii) acondicionamiento de la placa 
de TLC, iii) aplicación de la muestra en la placa de TLC, iv) preparación de la fase 
móvil, v) inmersión de la placa con la fase estacionaria en la fase móvil, vi) 
desarrollo cromatográfico del eluyente automático, vii) secado final, viii) 
revelado y visualización y, ix) evaluación cuantitativa de los datos 
densiométricos generados.  
 
 Cromatografía de gases (GC), que se usa para la determinación individual de los 
ácidos grasos. Antes del análisis por GC, es necesaria una etapa previa en la que 
los ácidos grasos se liberan de los glicéridos y se derivatizan, convirtiéndolos en 
sus respectivos ésteres metílicos (FAME), que son más volátiles que los FFA. 
Ambas técnicas cromatográficas requieren un gran consumo de tiempo y de 
dedicación del operador, así como de energía, reduciendo su aplicabilidad para el 
control de calidad de una manera sostenible, según los principios de la Química 
Analítica Verde. Además el trabajo con las placas de TLC presentan otros 
inconvenientes, como la posible oxidación de los lípidos debido a la exposición de 
la placa al oxígeno atmosférico, así como la limitación de las aplicaciones 
preparativas en la placa. 
Considerando la importancia que supone el encontrar alternativas más verdes al 
uso de disolventes como el n-hexano y centrándonos en el estudio sobre el 
extracto de aceite procedente del salmón, en este capítulo se van a considerar las 
siguientes aplicaciones: 
 3.A. Estudio de la extracción de los lípidos del salmón mediante disolventes 
alternativos al n-hexano. 
 
 3.B. Desarrollo de un método analítico verde para la determinación rápida de 
los ácidos grasos y de las clases de lípidos mediante el uso de la espectroscopia  
en el infrarrojo cercano. 
Por tanto, los objetivos de estos dos trabajos son: 
 Investigar y evaluar el efecto que supone reemplazar el n-hexano por 
disolventes alternativos para la extracción de la fracción lipídica del salmón. 
Para ello, se llevaron a cabo diversos estudios sobre la solubilidad relativa de 
los componentes grasos del pescado (salmón, Salmon Salar) en diferentes 
disolventes mediante el empleo de 2 métodos computacionales, como son: el 
Hansen Solubility Parameter (HSP) y el Conductor-like Screening Model for Real 
Solvent (COSMO-RS). Además se realizaron estudios experimentales para 
comparar los disolventes alternativos empleados con el hexano. En la Figura 3.1 
se ilustra gráficamente el procedimiento de este trabajo, dividido en las 
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siguientes tres etapas: i) estudios computacionales mediante el uso de HSP y 
Cosmo-RS sobre la solubilidad relativa de los componentes grasos del salmón 
en diferentes disolventes, ii) comparación de la capacidad de extracción de los 
distintos disolventes considerados a partir de la determinación de las clases de 
lípidos extraídos y medidos mediante HPTLC y la cuantificación de los ácidos 
grasos a partir de sus derivados metilados mediante el uso de la CG y, iii) 
interpretación de los resultados mediante el uso de herramientas 
quimiométricas como el PCA o el análisis de agrupamiento jerárquico  (HCA, 
hierarchical cluster analysis). 
 
 
 
Figura 3.1. Esquema del procedimiento experimental seguido en este estudio. 
 
 
 Evaluar la técnica NIR, en combinación con los modelos PLS, para la 
determinación simultánea de i) ácidos grasos como OA, PA, ALA, LA, ii) familias 
de ácidos grasos como Omega-3, Omega-6, PUFAs, MUFAs y SFAs, y iii) clases 
de lípidos como TAGs, DAGS, FFAs y ergosterol en los extractos de aceite de 
salmón. La Figura 3.2 ilustra la idea general que se persigue en este trabajo, 
tratando de aportar las ventajas que supone el empleo de la espectroscopia 
NIR, desde el punto de vista de la sencillez y rapidez,  para la determinación de 
los ácidos grasos y las clases de los lípidos mencionados anteriormente, 
haciendo uso de las técnicas quimiométricas. Finalmente se hace referencia 
una la  comparación desde el punto de vista de la sostenibilidad en Química 
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Analítica Verde del procedimiento propuesto frente los métodos tradicionales 
basados en el empleo de la cromatografía. 
 
Figura 3.2. Representación gráfica del procedimiento 
empleado y comparación con los métodos tradicionales 
 
3.3.2. Parte experimental 
3.3.2.1. Muestras 
En este estudio se han empleado muestras de salmón atlántico (Salmon salar) que 
se obtuvieron en el mercado local. Una vez adquiridas se prepararon 
adecuadamente en el laboratorio y se almacenaron a -20 oC hasta su posterior 
utilización. Las muestras congeladas se liofilizaron, durante un mínimo de 48 horas 
a una presión de cámara de 0.053 mbar, utilizando un liofilizador Cosmos de la 
marca Cryotec (Saint-Gély-du-Fesc, Francia). Las muestras liofilizadas se 
pulverizaron con un mezclador doméstico Blixer 2 de Robot Coupe (Montceau-en-
Bourgogne, Francia) y se almacenaron en bolsas herméticas hasta la extracción. 
Para poder comparar la capacidad de extracción de cada disolvente, se mezclaron 
todas las muestras de salmón para obtener así una cantidad suficiente, 
homogénea y representativa de la totalidad del salmón utilizado en este estudio. 
La pérdida de agua durante el proceso de liofilización nos indicó que el contenido 
de agua en el salmón original era del 68.5% m/m. 
 
3.3.2.2. Extracción del aceite de salmón: Método Soxhlet 
Veinticinco gramos de salmón liofilizado se extrajeron a reflujo, durante 8 h, con 
300 ml del disolvente considerado. Después de este tiempo, los restos de 
disolvente encontrado junto al extracto en el matraz de destilación, se evaporaron 
a presión reducida utilizando un rotavapor Laborota 4000 de Heidolph 
(Schwabach, Alemania).  
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3.3.2.3. Métodos de referencia 
3.3.2.3.1. HP-TLC 
La determinación de las clases de lípidos extraídos por los disolventes se realizó 
mediante el uso de un sistema automatizado de cromatografía de capa fina de 
alto rendimiento (HPTLC) de CAMAG (Muttenz, Suiza). 
Las soluciones estándar se prepararon usando cloroformo como disolvente, con 
una concentración de 0.2 mg mL-1 de lípido en cada una de las disoluciones, 
empleando una mezcla conocida de los fosfolípidos de soja, compuesta por L-A 
lisofosfatidilcolina, fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y fosfatidilinositol, 
suministrada por Supelco (Bellefonte, EE.UU.), patrones de ergosterol (ergo), 
ácidos grasos libres (FFA, ácido palmítico), monoglicerol (MAG, DL-α-palmitina), 
diacilglicerol (DAG, 1,3-dipalmitato de glicerilo) y triacilglicerol (TAG, trilpalmitato 
de glicerilo) de Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Alemania). En cuanto las muestras, se 
preparó aproximadamente 1 mg de extracto puro en 1 ml de cloroformo. Todas 
las soluciones se almacenaron en la oscuridad a -20 oC hasta su análisis. 
Los lípidos se detectaron mediante un densitómetro de barrido TLC de CAMAG 3, 
utilizando para la identificación de las clases, los patrones conocidos de lípidos. El 
extracto lipídico del salmón fue introducido automáticamente sobre placas de TLC 
de 20x10 cm de gel de sílice 60 F254 suministradas por la empresa Merck 
(Darmstadt, Alemania), utilizando un muestreador automático TLC ATS5 de 
CAMAG (Muttenz, Suiza). Las placas TLC fueron previamente acondicionadas con 
una mezcla de cloroformo/metanol (2:1, v/v) y secadas a una temperatura de 110 
oC durante 60 min utilizando un calentador de placas TLC (CAMAG, Muttenz, 
Suiza). 
Para separar lo lípidos polares se utilizó una mezcla de acetato de 
metilo/isopropanol/cloroformo/metanol/KCl (solución al 0.25%) en una  relación 
de 25:25:25:10:9 (v/v/v/v/v), mientras que para la separación de los lípidos 
neutros se empleó una mezcla de n-hexano/éter dietílico/ácido acético glacial en 
una proporción de 70:30:2 (v/v/v). En ambos casos el desarrollo cromatográfico 
del eluyente se realizó hasta una altura de 7cm. Una vez secadas, las placas se 
sumergen durante 2 segundos en una disolución de 10 mg de primulina en 160 ml 
de acetona y 40 ml de agua. A continuación las placas se escanearon utilizando un 
TLC Scanner 3 con el software WinCATs de CAMAG. La identificación y 
cuantificación de las clases de los lípidos se realizó mediante una curva de 
calibración de cada una de las moléculas testigo, correlacionando las áreas de pico 
con la cantidad de clases de lípidos. Los valores obtenidos para los lípidos totales 
se expresaron como porcentaje m/m de cada una de las clases de lípidos 
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consideradas. El factor de retención (Rf) y el área de los picos se calcularon 
utilizando el software winCATS-Planar Chromatography Manager (versión 1.3.3)  
de CAMAG.  
 
3.3.2.3.2. Cromatografía de gases 
Los ésteres metílicos de los ácidos grasos (FAME) se separaron e identificaron 
mediante un sistema de cromatografía de gases (GC) 7820 A de Agilent 
Technologies (California, EE.UU.), equipado con un detector de ionización de llama 
(GC-FID) y un inyector automático. El análisis se realizó empleando una columna 
capilar BD-EN14103 (30 m × 0,32 mm x 0,25 μm), usando helio como un gas 
portador a la velocidad de 33 cm s-1. Se inyectaron 2 μl de muestras en modo split 
(1:20) a una temperatura de 250 °C, con el programa de temperatura del horno de 
que se indica a continuación: i) temperatura inicial a 50° C durante un minuto, ii) 
incremento de la temperatura a una velocidad de 20 °C por minuto hasta un valor 
de 180 °C, iii) incremento de la temperatura hasta 230 °C a una velocidad de 2 °C 
por minuto, y iv) mantenimiento de la temperatura de 230 °C durante 10 min. 
Los extractos fueron preparados para su análisis mediante la trans-metilación 
siguiendo el procedimiento del trabajo de Morrison et al. [23]. Una disolución de 
400 μl de disolución de triheptadecanoin (TAG, C17:0) de  Sigma Aldrich 
(Taufkirchen, Alemania) que contenía 2 mg mL-1 en n-hexano, se utilizó como 
patrón interno, adicionándola a aproximadamente 20 mg del extracto de aceite de 
salmón. A continuación se le añadió 1 ml de ácido sulfúrico metanólico (5% v/v) y 
la mezcla homogenizada se calentó a 85 °C en una placa durante 90 minutos en un 
tubo cerrado. Una vez transcurrido el tiempo y alcanzada la temperatura 
ambiente, se añadieron 1.5 ml de una solución de cloruro de sodio al 0.9% m/v y 1 
ml de n-hexano. El tubo se agitó vigorosamente durante 30 s antes de la 
centrifugación de la mezcla resultante a 4000 rpm durante 2 min. La capa orgánica 
se transfirió a un vial de GC para su posterior inyección en el cromatógrafo de 
gases. Los datos cromatográficos se registraron y se trataron  mediante el 
software EZChrom Elite de Agilent. Las FAMEs se identificaron a partir de los 
patrones purificados obtenidos de Sigma Co. (St.Louis, MO, EE.UU.). 
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3.3.A. Capítulo 3.A. Un enfoque desde la Química Analítica Verde para el estudio 
de la extracción de lípidos: métodos de cálculo computacional para la selección 
de disolventes verdes como alternativa al hexano 
 
3.3.A.1. Disolventes alternativos al n-hexano 
Los disolventes alternativos considerados adecuados desde la perspectiva de la 
Química Verde son aquellos que presentan las siguientes características: i) baja 
toxicidad, ii) son fáciles de reciclar, iii) son inertes y iv) no contaminan el producto. 
En general, los disolventes considerados como “verdes” son los incluidos en una 
de estas 7 clases según establece Chemat y Abert [17]: i) bio-solventes obtenidos a 
partir de recursos renovables, ii) ecológicos, iii) agua, (iv) polímeros líquidos que 
son no volátiles, biocompatibles y no tóxicos, v) disolventes fluorados que no son 
inflamables y no tóxicos, vi) líquidos iónicos y mezclas eutécticas, como 
disolventes no volátiles y térmicamente estables, y vii) fluidos supercríticos 
inertes, reciclables, no inflamables y no tóxicos. Además, el disolvente alternativo 
debe mantener las mismas propiedades de extracción que el disolvente a 
reemplazar, por lo que la elección del disolvente es un paso crucial en el proceso 
de sustitución del disolvente. 
Por tanto, teniendo en cuenta estas premisas, los disolventes que se evaluaron 
para reemplazar el n-hexano, fueron: 2-metiltetrahidrofurano (MeTHF), ciclopentil 
metil éter (CPME), carbonato de dimetilo (DMC), isopropanol (IPA), etanol (EtOH), 
acetato de etilo (EtAc), p-cimeno, d-limoneno, junto con el n-hexano que se utilizó 
como disolvente de referencia. IPA, EtOH, EtAc, p-cimeno, d-limoneno y MeTHF se 
consideran bio-solventes que provienen de algunas materias primas renovables y 
sin emisión de compuestos orgánicos volátiles; son biodegradables y no tóxicos. 
IPA y EtOH son alcoholes que se obtienen a partir de la fermentación de azúcares 
(principalmente caña de azúcar o remolacha azucarera), por hidrólisis enzimática 
del almidón (obtenido de maíz o trigo) o a partir de la materia prima 
lignocelulósica (como son la madera, hierbas y residuos agrícolas). EtAc es un éster 
de acético, ácido orgánico que hoy en día se obtiene por la deshidrogenación de 
bioetanol producido por fermentación [24]. El limoneno es un terpeno 
biodegradable de bajo coste y baja toxicidad presente en los desechos agrícolas, 
principalmente derivados de las cáscaras de los cítricos, mientras que el p-cimeno 
puede obtenerse a partir del limoneno bajo tratamiento de irradiación por 
microondas [25]. MeTHF se deriva de recursos renovables como maíz y bagazo, y 
puede reemplazar al tetrahidrofurano (THF) y al dietil éter (DEE) como disolvente 
[26] [27]. Por otra parte, CPME y DMC son disolventes obtenidos a partir de 
síntesis química pero que pueden derivarse de subproductos de la industria 
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petroquímica o también pueden obtenerse mediante síntesis química “verde”. 
Hoy en día, DMC se obtiene por transesterificación del carbonato de propileno o 
por reacción del monóxido de carbono con metanol y oxígeno [28]; y es por su no 
toxicidad y por sus propiedades de biodegradabilidad por las que el DMC se 
reconoce como un disolvente “verde”. CPME no es producido por materiales 
renovables, pero es un buen candidato para la sustitución de éteres debido a que 
este disolvente supera a otros disolventes en términos de características de Medio 
Ambiente, Salud y Seguridad (EHS, del inglés Environment, Health and Safety), 
siendo comparativamente más favorable que otros éteres [29]. 
En la Tabla 3.1 se muestran las propiedades, la eficacia energética y la toxicidad de 
los disolventes estudiados: 2 ésteres (EtAc y DMC), 2 éteres (MeTHF y CPME), 2 
alcoholes (IPA y EtOH), 2 terpenos (p-cimeno y d-limoneno) y el n-hexano, usado 
como disolvente de referencia. 
 
Tabla 3.1. Propiedades, eficacia energética y toxicidad de los disolventes estudiados 
 
 
3.3.A.2. Métodos computacionales 
Para evaluar la potencia de solvatación del disolvente existen métodos 
computacionales como el método de Hansen Solubility Parameter (HSP) [30] y el 
Conductor-like Screening Model for Real Solvent (COSMO-RS) [31] que pueden 
utilizarse como una herramienta de decisión real para la elección de disolventes 
alternativos. El enfoque semi-empírico del método Hansen correlaciona y predice 
la capacidad de un disolvente para disolver los componentes principales de la 
muestra y COSMO-RS determina y predice las propiedades termodinámicas de los 
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disolventes sin la necesidad de datos experimentales. Las moléculas de soluto se 
consideran incrustadas en una cavidad que está rodeada por un medio virtual y, 
posteriormente, se cuantifican las energías de interacción entre las moléculas 
testigo y los disolventes mediante el uso de la termodinámica estadística, 
proporcionando predicciones de solubilidad de la molécula de referencia en el 
disolvente de estudio. 
Para utilizar estos métodos computacionales, es necesario conocer la estructura 
de los componentes principales presentes en las muestras. En la Figura 3.3 se 
representan los compuestos utilizados en este estudio, presentes en las muestras 
de salmón, en la que se incluyen 4 triacilglicéridos (TAG 1 (C18:1, C18:1, C18:1), 
TAG 2 (C18:1, C18:1, C18:2) TAG 3 (C16:0, C18:1, C18:1) y TAG 4 (C16:0, C18:1, 
C18:2)), 4 diacilglicéridos (DAG1 (C18:1, C18:1), DAG2 (C18:1, C18:2), DAG3 (C18:2, 
C18:2) y DAG4 (C16:0, C18:1), 3 ácidos grasos libres (FFA1 (C18:1), FFA2 (C18:2) y 
FFA3 (C16:0)) y el ergosterol. 
 
3.3.A.2.1.Hansen Solubility Parameters (HSP) 
La predicción por el método de Hansen proporciona una evaluación de la 
capacidad de un disolvente para disolver los componentes principales de una 
muestra, definiéndose el parámetro de solubilidad mediante la siguiente ecuación: 
   δtotal
2 = δD
2 + δP
2 + δH
2   (Ecuación 3.1) 
 
donde δtotal es el parámetro de solubilidad total de Hansen, δD el término 
dispersivo, δP el término polar y δH el término correspondiente a los enlaces de 
hidrógeno. Esta capacidad se evalúa mediante la diferencia de energía relativa 
(RED) calculada como la relación entre Ra y Ro. La relación Ra/Ro se llama número 
RED, y refleja la diferencia de la energía relativa, siendo Ra la “distancia” entre dos 
materiales basada en sus respectivos componentes de parámetro de solubilidad 
parcial, y Ro la distancia experimentalmente determinada del radio de la esfera de 
solubilidad [32]. 
 
Los valores de RED iguales a 0 significan que no tienen ninguna diferencia de 
energía, los valores RED menores que 1.0 indican una elevada afinidad; RED igual o 
cercano a 1.0 indican una afinidad media; y los valores de RED muy altos indican 
afinidades bajas [30]. 
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3.3.A.2.2. Conductor-like Screening Model for Real Solvent (COSMO-RS) 
COSMO-RS combina la química cuántica (COSMO) y la termodinámica estadística 
(RS) para determinar y predecir propiedades termodinámicas sin la necesidad de 
disponer de datos experimentales. Es un método de gran alcance para la 
descripción molecular y la investigación del disolvente. En la Figura 3.4 se puede 
ver un ejemplo de las distintas etapas del cálculo por el método COSMO-RS 
aplicado al TAG1: a) cálculo de la σ-superficie de los distintos disolventes 
estudiados; b) construcción de la σ-superficie del triacilglicérido TAG1; c) cálculo 
de las energías de interacciones superficiales locales entre s-perfiles de TAG1 y 
disolventes y, d) determinación de las s-potenciales de TAG1 y disolventes. 
El proceso de cálculo lleva a cabo las siguientes consideraciones. La molécula de 
soluto es sumergida en un medio continuo con una constante dieléctrica ε. En este 
entorno, se construye una superficie alrededor de la molécula que genera un gran 
número de cargas electrostáticas. La estructura y la distribución de las cargas se 
optimizan para encontrar la energía mínima del sistema (molécula en su estado 
más estable) a través de cálculos basados en algoritmos, denominados Teoría 
Funcional de Densidad (DFT, del inglés Density Functional Theory). Esta densidad 
de carga es la llamada σ-superficie (Figura 3.4a y 3.4b). El código de color de la 
superficie σ proporciona información sobre la densidad de carga en cada punto de 
la molécula, ya que la zona verde corresponde a la densidad de carga cero, el azul 
caracteriza una densidad de carga positiva δ+ y el color rojo significa densidades 
de carga negativa δ-. En otras palabras, las áreas verdes  normalmente están 
ligadas al esqueleto de carbono, el área roja a los grupos oxigenados o 
nitrogenados y las áreas azules a los átomos de hidrógeno. Esta distribución de 
carga óptima si se segmenta y se reduce a un histograma obtenemos el llamado σ-
perfil (Figura 3.4c). El σ-perfil traduce la información contenida en la superficie 3D 
en información 2D, así, la σ-superficie y el σ-perfil permiten caracterizar una 
molécula de referencia (energía mínima, molécula estable) como un soluto en un 
conductor perfecto. Estos perfiles se utilizan para interpretar la afinidad de un 
disolvente, entender la interacción entre el compuesto y disolvente en estado 
mixto, así como para estimar las propiedades termodinámicas del sistema. La 
termodinámica de las interacciones moleculares, basada en el σ-perfil obtenido, se 
utiliza para calcular el potencial químico del segmento superficial (σ-potencial) 
(Figura 3.4d), utilizando para ello el programa COSMOthermX C30 release 13.01). 
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El σ-potencial describe la probabilidad de interactuar los compuestos 
considerados con los disolventes con polaridad y enlaces de hidrógeno. Para cada 
molécula, la parte de la carga negativa de la molécula se localiza en el lado 
derecho (enlaces de hidrógeno aceptor) con valores σ positivos mientras que la 
parte de la carga positiva se localiza en el lado izquierdo (enlaces de hidrógeno del 
donante) con valores σ negativos. Generalmente, la región σ±0.01 eA-2 se 
considera no polar o débilmente polar. 
 
Además, el COSMOthermX también calcula la solubilidad relativa entre un 
compuesto sólido y el disolvente, en términos de logaritmo de la solubilidad en 
fracciones molares (log10 (Xsolub)). El logaritmo de la mejor solubilidad se aproxima 
a 0. 
 
3.3.A.3. Resultados y discusión 
3.3.A.3.1. Cálculos mediante HSP 
En la Tabla 3.2 se resumen los valores RED que estiman la capacidad de los 
disolventes seleccionados para solvatar los TAGs, DAGs, FFAs y ergosterol 
estudiados, comparando la solubilidad de los principales componentes lipídicos 
del aceite de salmón en cada disolvente con los valores de referencia 
correspondientes al n-hexano. De acuerdo con los resultados, teóricamente los 
disolventes CPME, MeTHF y, especialmente, d-limoneno y p-cimeno, son mejores 
que el n-hexano para la solvatación de los compuestos mencionados. El EtOH, 
EtAc, DMC e IPA presentaron una peor capacidad  que la del n-hexano en el 
estudio teórico de HSPs para los TAGs. Además, para IPA y EtOH se obtuvieron 
peores resultados para la solvatación de DAGs y FFAs, siendo EtAc, CPME, MeTHF, 
DMC, p-cimeno y limoneno teóricamente mejores que el n-hexano para estas 
familias de compuestos. En el caso del ergosterol, con EtOH, DMC e IPA se 
obtuvieron los peores resultados teóricos para la solvatación de los mencionados 
compuestos. 
A partir de los datos calculados por el modelo se realizó un análisis por 
componentes principales de los 9 disolventes y de los compuestos considerados 
en este estudio. La Figura 3.5 muestra el gráfico biplot (valores de puntuación y de 
carga) del PCA para los valores RED de los compuestos estudiados con los 
disolventes. Los dos primeros componentes principales representan el 99.49% de 
la varianza explicada, siendo el 94.21 y el 5.28% para PC1 y PC2, respectivamente. 
De acuerdo con los resultados, el d-limoneno y el p-cimeno presentan un 
comportamiento similar al del n-hexano para solvatar a los TAGs. IPA y EtOH están 
situados en la parte opuesta de los TAGs y ergosterol, indicando que estos 
disolventes son menos afines a estos compuestos. 
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Tabla 3.2. Valores de Diferencias Energéticas Relativas (RED) calculadas mediante  Hansen 
Solubility Parameters (HSP)  
 
Por otro lado, EtAc, MeTHF y DMC se situan más cerca de DAGs y FFAs que de los 
TAGs y el ergosterol, de manera que se podría esperar que estos tres disolventes  
pudieran solvatar más fácilmente los dos primeros compuestos antes que los dos 
últimos. CPME está situado en el centro de todos los compuestos estudiados, 
indicando que este disolvente es menos específico que los demás y que 
teóricamente podría solvatar a todos los compuestos por igual. 
 
 
Figura 3.5. Análisis de componentes principales biplot (valores de puntuación y de carga) de los 
compuestos estudiados y disolventes, representados por PC2 vs PC1 para los valores RED de 
Hansen 
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3.3.A.3.2. Cálculos con el COSMO-RS 
 
La Tabla 3.3 muestra la solubilidad de los 4 TAGs, 4 DAGs, 4 FFAs y el ergosterol 
encontrados en el salmón con los diferentes disolventes estudiados, expresada 
como solubilidad relativa, log10 (Xsolub), y estableciendo el logaritmo de la mejor 
solubilidad como 0. Considerando el log10 (Xsolub) de los TAGs, los disolventes como 
MeTHF, CPME, EtOAc, p-cimeno y d-limoneno han obtenido iguales o mejores 
resultados que para el n-hexano. Por su parte, DMC, IPA y EtOH teóricamente no 
son buenos sustitutos del n-hexano para la solvatación de TAGs y algunos DAGs; 
sin embargo, para otros componentes podrían considerarse como una mejor 
opción que el n-hexano. En resumen, EtAc, MeTHF y CPME parecen ser, 
teóricamente a partir de los resultados obtenidos por COSMO-RS, los mejores 
disolventes alternativos al n-hexano para la extracción de todos los compuestos 
estudiados. 
 
Tabla 3.3. Valores de solubilidad relativa (log10 (Xsolub)) de los principales compuestos del aceite de 
salmón en varios disolventes obtenidos por modelización empleando el programa COSMO-RS. 
 
 
Al igual que en el caso del programa Hansen, para el COSMO-RS se realizó también 
un análisis de componentes principales y en la Figura 3.6 se muestra el gráfico 
biplot del PCA obtenidos para los valores log10 (Xsolub) de los compuestos y 
disolventes estudiados. Los dos primeros componentes principales representan el 
98.41% de la varianza total explicada, siendo 96.05% y 2.36% para PC1 y PC2, 
respectivamente. El hexano, el d-limoneno y el p-cimeno se encuentran juntos y 
cerca de los TAGs, indicando que como disolventes tienen un comportamiento 
similar para la extracción de los estos lípidos. DMC, IPA y EtOH se encuentran en la 
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parte opuesta de los TAGs, sin embargo, se sitúan cerca de FFAs, DAGs y 
ergosterol, lo que pondría de manifiesto su afinidad. MeTHF, CPME y EtAc están 
situados en el medio, indicando que estos disolventes teóricamente podrían 
extraer por igual tanto TAGs, DAGs, FFAs y ergosterol de las muestras de salmón. 
 
 
Figura 3.6. Análisis de componentes principales biplot (valores de puntuación y de carga) de 
los compuestos estudiados y disolventes, representados por PC2 vs PC1 para los valores log10 
(Xsolub) obtenidos utilizando COSMO-RS 
 
 
3.3.A.3.3. Análisis HPTLC de las fracciones lipídicas extraídas 
Tal como se ha indicado en la parte experimental de este capítulo, utilizando una 
misma muestra de salmón liofilizado se procedió a realizar una extracción de la 
fracción lipídica considerando cada uno de los disolventes indicados. Las 
extracciones se realizaron por triplicado. Para establecer la composición del aceite 
de salmón recuperado, cada uno de los extractos se analizaron aplicando los 
procedimientos de referencia explicados. 
En la Figura 3.7 se han representado los porcentajes de clases de lípidos 
determinados mediante la técnica HPTLC en los 9 disolventes estudiados, 
indicando que el 73-77% de los constituyentes extraídos son TAGs seguidos por 
DAGs, FFAs y ergosterol con porcentajes del 15-20 %, 5-6% y 2-3%, 
respectivamente. Los MAGs, PCs y PE no fueron detectados en las muestras de 
salmón.  
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Se puede ver que las cantidades de los lípidos extraídos por el p-cimeno y d-
limoneno son ligeramente diferentes que en el caso de los otros disolventes 
estudiados, ya que dan lugar a recuperaciones de cantidades de TAGs más bajas y 
cantidades más altas de DAGs. Una posible explicación podría ser la elevada 
temperatura de ebullición de estos disolventes frente a los otros, la cual puede 
afectar al rendimiento de la extracción (véase datos de la Tabla 3.1). Hay que 
tener en cuenta que la principal reacción responsable de la degradación de los 
lípidos es la oxidación de los ácidos grasos insaturados [33] y ésta puede ser 
aumentada por trabajar a temperaturas por encima de 100 °C [34]. Durante el 
proceso de calentamiento se puede propiciar la generación/transformación a una 
amplia variedad de TAGs polimerizados (PTGs), incluyendo dímeros y oligómeros 
[35]. Particularmente los PUFAs son más susceptibles a la degradación oxidativa, 
especialmente cuando se encuentran en su forma libre [36]. Por otra parte, pudo 
verificarse visualmente que el extracto obtenido mediante el uso de p-cimeno y d-
limoneno, presentaba un color más oscuro que en el caso de los otros extractos, 
siendo eso un posible indicador de la degradación de parte de los componentes 
inicialmente presentes en el aceite de salmón [37]. 
 
Figura 3.7. Clases de lípidos determinadas por la técnica HP-TLC en los extractos de aceite 
de salmón obtenidos por los diferentes disolventes estudiados 
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En esta ocasión se realizó un análisis de componentes principales considerando los 
resultados experimentales obtenidos, representándose en la Figura 3.8 el gráfico 
biplot correspondiente a los datos obtenidos por HP-TLC para las clases de lípidos 
y los disolventes estudiados. Los dos primeros componentes principales 
representan un 91.99% y un 6.55% de la varianza explicada. Se puede observar 
que el d-limoneno y el p-cimeno están situados cerca de los DAGs y en el lado 
opuesto de los TAGs, lo que resulta coherente con las recuperaciones observadas 
experimentalmente. El ETOH se encuentra cerca del ergosterol, mientras que 
CPME e IPA se sitúan cerca de los FFAs. Por su parte, el MeTHF, EtAc, DMC y 
hexano están más próximos a los TAGs, lo que significaría una mayor afinidad 
entre ellos. En resumen, y coherentemente con los resultados observados, esto 
podría evidenciar la existencia de problemas en el uso de los terpenos como 
disolventes de extracción para el aceite de salmón, a pesar de lo que se podía 
haber deducido a partir de los datos teóricos previos en cuanto a su poder de 
solvatación. 
 
 
 
Figura 3.8. Análisis de componentes principales biplot (valores de puntuación y de carga) 
representados por PC1 vs PC2 para a) las clases de lípidos obtenidos por HPTLC y b) 
ácidos grasos obtenidos por GC-FID, y los disolventes estudiados 
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3.3.A.3.4. Análisis GC-FID de las fracciones lipídicas extraídas 
Con el fin de comparar y evaluar la capacidad de extracción de disolventes 
alternativos al hexano, se determinaron mediante GC-FID las cantidades de los 
diferentes ácidos grasos extraídos por cada uno de los disolventes considerados. 
En la Tabla 3.4 se puede observar la composición lipídica del aceite de salmón 
extraído, observándose que los ácidos grasos predominantes son el ácido oleico 
(OA; C18:1) (38-40 %), el ácido linoleico (LA; C18:2) (16-17%) y el ácido palmítico 
(PA; C16:0) (11-12%), los cuales representan en su conjunto más del 70% de los 
ácidos grasos totales en el aceite extraído. Existen otros ácidos grasos con menor 
concentración como el ácido linolénico (ALA; C18:3) alrededor del 5-6%, y el ácido 
esteárico (C18:0), ácido palmitoleico (C16:1), ácido eicosenoico (C20:1), ácido 
eicosapentaenoico (EPA, C20:5) y el ácido docosahexaenoico (DHA, C22:6) con 
cerca del 3%. Otros como ácido docosapentaenoico (DPA, C22:5), el ácido 
eicosadienoico (C20:2) y el ácido mirístico (C14:0) se encuentran presentes en los 
extractos con valores comprendidos entre el 1 y 2%. 
Considerándolos por familias, en general, los SFAs se encuentran entre el 19.5 y 
19.9% en el extracto de aceite de salmón, mientras que los MUFAs se encuentran 
entre el 43.5 y 44.9% y los PUFAs entre el 31.2 y 34.6%. Para todos los disolventes 
estudiados se obtuvieron resultados similares excepto para el limoneno y, 
especialmente, el p-cimeno. Los extractos de los disolventes de p-cimeno y 
limoneno presentan porcentajes reducidos de algunos PUFAs debido, 
probablemente, al hecho, como se ha explicado,  que estos ácidos grasos 
insaturados son más susceptibles a la degradación oxidativa térmica que los 
MUFAs. Se puede observar que el valor más bajo de los PUFAs se encuentra en el 
extracto de p-cimeno con un  31.2% seguido por el limoneno con un 32.8%. Al 
mismo tiempo, se observa un aumento del ácido esteárico (C18:0) junto con un 
ácido graso desconocido en el extracto de p-cimeno. En el caso del extracto de 
limoneno, este aumento se observa para el ácido esteárico (C18:0) y el ácido 
oleico (C18:1). 
Al igual que para los resultdos por HP-TLC, se realizó un análisis PCA y en la Figura 
3.9 podemos ver el gráfico biplot de los ácidos grasos determinados por de GC a 
partir de los extractos de los diferentes disolventes. Los dos primeros 
componentes principales representan el 95.29% de la varianza explicada, siendo 
81.57% y 13.72% para PC1 y PC2, respectivamente.  
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Figura 3.9. Análisis de componentes principales biplot (valores de puntuación y de 
carga) representados por PC1 vs PC2 para a) las clases de lípidos obtenidos por 
HPTLC y b) ácidos grasos obtenidos por GC-FID, y los disolventes estudiados 
 
Los resultados de PCA evidenciaron una separación clara del p-cimeno de los otros 
disolventes estudiados en la dirección de PC1, encontrándose cerca de un FFA 
desconocido. Sin embargo, el hexano, el EtOH, el EtAc, el CPME, el MeTHF, el 
DMC, el IPA y el limoneno se encuentran en el centro de todos los FFAs, 
apreciándose que el  MeTHF se encuentra más cercano al C13:0 y el limoneno al 
C18:1. También, el EtOH y el IPA están más cerca del C22:5, C20:5 y C22:6 que el 
hexano, EtAc, CPME y DMC. Para obtener una visualización de las similitudes del 
poder de extracción de cada disolvente, se realizó el análisis de agrupamiento 
jerárquico (HCA), utilizando el método Ward’s Linkage. Como puede verse en la 
Figura 3.10, para un valor de corte mínimo de 1.0, existen 4 grupos diferentes de 
extractos.  
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Figura 3.10. Análisis de agrupamiento jerárquico de los disolventes empleados a 
partir de los ácidos grasos determinados por GC. 
 Inserto: Comparación de propiedades de hexano y EtAc 
 
El primer grupo está compuesto por el n-hexano, EtAc, CPME, DMC y MeTHF, el 
segundo incluye los alcoholes (IPA y EtOH) mientras que los dos grupos adicionales 
se refieren a los terpenos. Puede observarse que el disolvente más próximo al n-
hexano es el EtAc seguido por el  CPME, lo que  indica que los extractos obtenidos 
con ambos disolventes presentan una composición similar a la obtenida con el 
empleo de n-hexano. Por otro lado, el p-cimeno y el limoneno se encuentran 
situados en el lado opuesto del n-hexano, lo que significa un comportamiento 
diferente en lo que se refiere a la extracción de los lípidos presentes en el salmón, 
tal como se deduce de los datos encontrados en el análisis por GC. 
En general, se puede concluir que los extractos de los ésteres y éteres son 
similares a los encontrados para el n-hexano, especialmente cuando se emplea el 
EtAc, seguido de los alcoholes EtOH e IPA. Sin embargo, los extractos obtenidos 
utilizando los terpenos d-limoneno y p-cimeno son significativamente diferentes 
de los obtenidos con el resto de los disolventes. El recuadro de la Figura 3.10 
representa las propiedades atribuibles al n-hexano y al EtAc, ya que éste último 
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supone la mejor alternativa al n-hexano, para realizar la extracción de los aceite 
presentes en el salmón. 
En la Figura 3.11 se representan los rendimientos lipídicos totales (cantidad de 
aceite extraído de las muestras de salmón) encontrados para cada uno de los 
disolventes estudiados en este trabajo. Los valores promedio obtenidos se 
encuentran entre el 28.9 y 33.9% de lípidos respecto a la cantidad de materia seca 
(salmón liofilizado), sin diferencias significativas entre el n-hexano y los 
disolventes estudiados para un nivel de confianza del 95%, excepto para el 
extracto de IPA que proporcionó un valor de rendimiento lipídico más bajo. Es de 
destacar también la mayor variabilidad y menor reproducibilidad obtenida para la 
extracción de la fracción lipídica cuando se emplearon los dos terpenos, tal como 
puede verse con las barras de error representadas en el gráfico de barras de la 
Figura 3.11.  
 
Figura 3.11. Comparación de los rendimientos de extracción de la fracción lipídica 
total del salmón usando los disolventes estudiados 
 
3.3.A.4. Conclusiones Capítulo 3.A 
Los estudios de simulación de Hansen y COSMO-RS sobre el carácter de 
solvatación de los diferentes disolventes para una serie de clases de lípidos 
presentes en el aceite de salmón indicaron que el d-limoneno y el p-cimeno 
deberían presentar un comportamiento similar al del n-hexano para solvatar los 
TAGs. Además, los valores RED de solubilidad de Hansen predijeron que el CPME 
podría ser el mejor disolvente para solubilizar todos los compuestos considerados, 
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siendo el resto de los disolventes evaluados más específicos según la clase de 
lípidos considerada. Sin embargo, los valores obtenidos mediante el programa 
COSMO-RS indicaban que el CPME, EtAc y MeTHF podrían solvatar de forma 
similar que el n-hexano a los TAGs, DAGs, FFAs y el ergosterol. 
Al considerar los datos experimentales encontrados en los análisis por 
cromatografía de los distintos extractos de aceite de salmón, los resultados por 
HP-TLC indican que los TAGs es la clase predominante de los lípidos extraídos, con 
73-77%, seguido de DAGs (15-20%), FFAs (5-6%) y el ergosterol (2-3%). Sin 
embargo, se encontró que los extractos obtenidos con el p-cimeno y d-limoneno 
contenían mayores contenidos de DAGs y cantidades más reducidas de TAGs que 
los extractos obtenidos con los otros disolventes, a pesar de los prometedores 
valores de predicción calculados mediante HSP y COSMO-RS, que indicaban que p-
cimeno y d-limoneno eran teóricamente los mejores disolventes para disolver 
TAGs. Este fenómeno podría explicarse como consecuencia de la posible 
degradación de la fracción lipídica debida al uso de temperaturas más altas 
cuando se trabaja estos los dos terpenos estudiados. Por otra parte, las cantidades 
de los ácidos grasos extraídos, obtenidos por GC-FID, indicaron que todos los 
disolventes proporcionan un perfil de ácidos grasos similar excepto el d-limoneno 
y, especialmente, el p-cimeno, que proporcionaron pequeñas cantidades de 
algunos ácidos grasos insaturados, probablemente debido al hecho de que los 
enlaces dobles presentes en los PUFAs son más propensos a la oxidación térmica 
como consecuencia de las temperaturas más altas implicadas en el uso de los dos 
terpenos estudiados. 
La estrategia planteada a través de este estudio podría ser utilizada como una guía 
práctica para buscar un disolvente verde alternativo al n-hexano para la extracción 
de lípidos en otro tipo de muestras. 
En resumen, se puede concluir que existen algunas diferencias entre los valores de 
solvatación teóricos predichos y los estudios experimentales sobre el uso de 
disolventes alternativos para las extracciones de lípidos, pero que estas diferencias 
podrían deberse al hecho que las simulaciones computacionales no consideran 
algunos aspectos como el tiempo y la temperatura de extracción, u otros 
parámetros como la entalpía de vaporización o los puntos de fusión de los 
compuestos considerados. Estas consideraciones en los modelos predictivos 
pueden modificar la fracción extraída lipídica. En general, los resultados 
experimentales mostraron que el EtAc era el disolvente más adecuado para 
reemplazar al hexano, debido a sus propiedades para extraer todas las clases de 
lípidos, tales como TAGs, DAGs, FFAs y ergosterol, en las muestras de salmón 
liofilizado. Si además se consideran otros parámetros como punto de ebullición, 
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Log P, categoría de toxicidad y energía requerida para la evaporación del 
disolvente, se puede concluir que EtAc podría ser considerado como un buen 
disolvente alternativo para la extracción de la fracción lipídica del salmón. 
Finalmente debe tenerse en cuenta que el EtAc es un solvente biodegradable y no 
tiene efectos tóxicos, por lo que puede ser reconocido como un disolvente más 
adecuado y alternativo al empleo de n-hexano. 
Por otro lado, la estrategia expuesta en este trabajo podría ser también útil para 
evaluar disolventes alternativos en otros campos con el fin de mantener la 
capacidad de extracción de los disolventes clásicos, pero mejorando la 
sostenibilidad de los procesos y, de esta manera, evitar efectos secundarios. 
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3.3.B. Capítulo 3.B. Determinación de ácidos grasos y clases de lípidos en el 
aceite de salmón por espectroscopia de infrarrojo cercano 
 
Dado que se disponía de un conjunto de muestras de extractos de aceite de 
salmón, de las que se conocía su composición cualitativa y cuantitativa, se valoró 
la posibilidad de desarrollar un método sencillo y directo, basado en la 
espectroscopia infrarroja NIR, que permitiera analizar de forma no destructiva la 
composición de fracción lipídica del extracto de salmón. Para ello, a partir de las 
muestras de extractos de salmón obtenidas en el estudio anterior, se realizaron 
mezclas hasta obtener un total de 54 muestras de aceite de salmón. 
 
3.3.B.1. Resultados y discusión 
3.3.B.1.1. Espectros NIR 
A partir de las muestras de los extractos contenidas en viales de vidrio de 6 mm de 
diámetro interno se obtuvieron los espectros NIR de transmitancia en el intervalo 
comprendido entre 14000 y 4500 cm-1. Cada espectro fue adquirido acumulando 
50 barridos y usando una resolución óptica de 4 cm-1, empleando como 
background el espectro de un vial de vidrio vacío bajo las mismas condiciones 
instrumentales que las empleadas para las mediciones de la muestra. Se 
obtuvieron tres medidas de cada muestra girando la posición del vial entre las 
repeticiones. Se emplearon los valores promedios de los espectros triplicados de 
cada muestra para construir modelos de calibración PLS y predicción. 
En la Figura 3.12 pueden verse los espectros NIR por transmitancia de todas las 
muestras de aceite de salmón consideradas en este estudio en el rango espectral 
comprendido entre 14000 y 4500 cm-1. Se pueden observar unas bandas de 
absorción alrededor de 8560 y 8261 cm-1  que están asociadas con los segundos 
armónicos de las vibraciones de estiramiento del enlace C-H de los grupos CH3 y 
CH2, respectivamente, mientras que las señales situadas a 7181 y 7065 cm
-1 se 
deben a las bandas de combinación de los enlaces C-H. Las bandas más intensas 
del espectro son las que están situadas a 5792 y 5676 cm-1, que corresponden con 
el primer sobretono de las vibraciones de estiramiento del enlace C-H de los 
grupos CH3, CH2 y CH=CH; mientras que las pequeñas bandas situadas a 4654 cm
-1 
están asociadas con las bandas de combinación de las vibraciones de estiramiento 
de los enlaces C-H y C-O [38].  
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Figura 3.12. Espectros NIR de transmisión de las muestras de aceite de salmón en la región 
entre 14000 y 4500 cm
-1
 sin ningún tratamiento previo de datos. Inserto: Balón de 
extracción y vial de medición del NIR. 
 
3.3.B.1.2. Modelos PLS-NIR 
Se desarrollaron diferentes modelos PLS-NIR para evaluar las posibilidades de  
predicción de i) los ácidos grasos principales en el aceite de salmón como son PA, 
OA, ALA y LA; ii) la familias de ácidos grasos como Omega-3, Omega-6, PUFAs, 
MUFAs y SFAs y, iii) clases de lípidos como TAGs, DAGs, FFAs y el ergosterol. 
Para la familia de Omega-3 se ha considerado la suma de ALA, ácido 
eicosatrienoico (ETE, C20:3n-3), EPA, DPA y DHA; mientras que la Omega-6 
corresponde a la suma de LA, ácido gamma-linolénico (GLA; C18:3n-6), ácido 
eicosadienoico (C20: 2n-6), ácido dihomo-gamma-linolénico (DGLA, C20:3n-6) y 
AA. Los PUFAs se establecieron a partir de la suma de todos los ácidos grasos que 
contienen más de un doble enlace en su esqueleto; los MUFAs se calcularon  como 
la suma de ácidos grasos que tienen un doble enlace en su cadena, y los valores de 
SFAs considerados corresponden a la suma de todos los ácidos grasos con enlaces 
simples.  
Para construir los modelos PLS-NIR se utilizaron un total de 54 muestras de 
extractos de aceite de salmón y mezclas de ellas, de las cuales 38 muestras 
seleccionadas mediante el algoritmo K-S, se utilizaron como conjunto de 
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calibración y las 16 restantes, como conjunto de validación externo. Diferentes 
pre-tratamientos espectrales con diferentes regiones fueron probados para 
encontrar los mejores modelos PLS mediante validación cruzada, siendo el pre-
tratamiento escogido en todos los casos SNV, FD con un suavizado de 13 puntos y 
MC. iPLS se empleó para seleccionar la región espectral y, para ello, los espectros 
se dividieron en intervalos de 494 variables. En la Figura 3.13a puede verse  el 
espectro NIR promedio de todas las muestras de aceite de salmón, con las 
regiones seleccionadas automáticamente usando el iPLS y considerando valores 
correspondientes a los compuestos de Omega-3. Para construir el modelo PLS-NIR 
usando el rango espectral antes mencionado, se seleccionó el número óptimo de 
LV’s de acuerdo con los valores de RMSECV (véase la Figura 3.13b). 
La Figura 3.13c presenta la regresión entre los valores predichos y de referencia 
para los compuestos de Omega-3, obteniéndose una buena distribución de los 
puntos de calibración y validación, ya que se sitúan próximos a la línea de 
regresión óptima con una intersección de 0 y una pendiente de 1. La Figura 3.13d 
presenta el gráfico de puntuaciones para el primer, segundo y tercer componente 
principal, obtenidos en el PCA de las muestras de aceite de salmón después del 
tratamiento previo de SNV, FD y MC con la región seleccionada por el iPLS, 
construido como método exploratorio. Los tres primeros componentes principales 
representan el 96.5% de la varianza explicada, siendo 71.79, 14.43 y 10.28% para 
PC1, PC2 y PC3, respectivamente. El PCA indica que las muestras de conjunto de 
calibración pueden ser utilizadas para construir el modelo PLS-NIR para la 
determinación de Omega-3, ya que son representativas de todo el conjunto de 
datos.  
Los valores de concentración media, mínima y máxima de los compuestos 
estudiados obtenidos mediante el uso CG-FID y HP-TLC, utilizados como datos de 
referencia, se muestran en la Tabla 3.5, diferenciando los correspondientes 
conjuntos de calibración y de validación.  
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Tabla 3.5. Descriptores de los conjuntos de calibración y de validación empleados para la 
modelización PLS-NIR de los contenidos de ácidos grasos y clases de lípidos en las muestras de 
extractos de aceite de salmón. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Cal: Calibración; Val: Validación; SD: desviación estándar 
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Cabe mencionar que se eliminó una muestra de todos los conjuntos de calibración 
y dos muestras de todos los conjuntos de validación debido a sus altos valores de 
Q residual y T2 de Hotelling, lo que sugería que se trataban de muestras anómalas. 
En el caso de OA y MUFAs, se eliminó una muestra adicional de los conjuntos de 
calibración por la misma razón. Los parámetros de calibración más importantes de 
los modelos PLS-NIR desarrollados para determinación de los ácidos grasos 
mencionados y clases lipídicas se muestran resumidos en la Tabla 3.6. En esta 
tabla se indican la región espectral y el número de LV’s utilizado para el modelo 
seleccionado para cada compuesto junto con los valores de RMSEC, RMSECV y los 
coeficientes de determinación de la calibración (R2 Cal) y validación cruzada (R2 
CV). Como puede verse a partir de los datos de la Tabla 3.6, la mayoría de los 
parámetros podrían predecirse basándose en un número reducido de variables 
latentes. Sin embargo, para las clases de lípidos, que involucran varios 
compuestos, se requieren 6 LV’s en el caso de FFA, y 7 LV’s para los SFAs. 
Los coeficientes de determinación para los mejores modelos de calibración 
encontrados estaban comprendidos entre 0.72 y 0.99, independientemente de si 
se trataba de un solo compuesto o una clase de lípidos, con bajos valores de R2 
para la validación cruzada de SFAs y PA.  
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Para evaluar la capacidad predictiva de los modelos PLS-NIR, se utilizaron las 
muestras del conjunto de validación que no se utilizaron durante la etapa de 
calibración. Las ecuaciones de regresión entre los valores predichos PLS-NIR y los 
valores de referencia, tanto para el conjunto de calibración como el de validación, 
se resumen en la Tabla 3.7. En líneas generales las pendientes y ordenadas en el 
origen se acercan a valores teóricos de 1 y  0, respectivamente. Sin embargo, en el 
caso de los MUFAs, la ordenada en el origen de la regresión entre los valores 
predichos y de referencia también fue considerablemente alto, con un valor de 
18.8. 
Los principales parámetros de validación de los modelos PLS-NIR desarrollados se 
indican en la Tabla 3.6.  
Dentro de cada modelo, se obtuvieron valores similares para RMSECV y el RMSEP, 
lo que indica una buena correlación para la determinación de los ácidos grasos y 
las clases de lípidos antes mencionadas. Se obtuvieron valores de RRMSEP entre 
0.29 y 1.78% m/m, con valores de RPD en el intervalo de 1.27 y 6.44. En muchos 
casos, estos resultados demuestran una buena capacidad predictiva de los 
modelos PLS-NIR construidos para la determinación de los principales compuestos 
de los extractos de aceite de salmón. Los mejores resultados se obtuvieron para 
las clases de lípidos, especialmente las de ergosterol, FFAs, TAGs y DAGs, seguido 
por las familias de determinaciones de ácidos grasos como Omega-3 y PUFAs. 
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Tabla 3.7. Rectas de regresión entre los valores de PLS-NIR predicho y los valores de referencia 
correspondientes a los conjuntos de calibración y de validación, en la determinación de ácidos 
grasos libres y clases lipídicas en extractos de aceite de salmón. 
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3.3.B.1.3. Evaluación de la sostenibilidad del método propuesto 
La metodología PLS-NIR propuesta se evaluó utilizando la escala ecológica 
propuesta por Galuszkay et al. [39] y modificada por Armenta et al. [40], para  
establecer un "Certificado Verde" del método. La Figura 3.11 muestra las 
puntuaciones de acuerdo con el Certificado Verde para evaluar el método FT-NIR 
propuesto y los métodos CG-FID y HP-TLC utilizados como metodologías de 
referencia. Esta escala ecológica se basa en la aplicación de códigos de color y 
letras (A a G) para designar categorías, siendo la clase A la correspondiente a los 
métodos analíticos más ecológicos. 
Sobre la base de una puntuación de 100 puntos, se asignaron cero puntos de 
penalización en la escala ecológica al procedimiento FT-NIR propuesto para 
determinación simultánea de ácidos grasos y clases de lípidos. Esto se debe a la 
falta de consumo de reactivos, generación de residuos y emisiones nocivas, junto 
con el bajo consumo de energía del instrumento empleado. Con respecto al 
método de referencia no es posible realizar la determinación simultánea de los 
ácidos grasos y de las clases de lípidos en un solo ensayo, es por ello que se 
realizaron dos evaluaciones diferentes. Para la determinación de ácidos grasos por 
CG-FID se asignaron 13.2 puntos de penalización debido al uso de reactivos (5.7), 
energía consumida por el sistema cromatográfico (3) y la cantidad de residuos 
generados (4.5), obteniéndose una puntuación total final de 86.8. Para la 
determinación de las clases de lípidos por HP-TLC, la puntuación total fue 75.1 
debido a la asignación de 24.9 puntos de penalización (ver detalle en la Figura 11). 
Por lo tanto, puede concluirse que el procedimiento PLS-NIR proporciona un 
método de Certificado Verde de categoría A con la máxima puntuación de 100 
puntos para la determinación de ácidos grasos y clases lipídicas, mientras que al 
método CG-FID de referencia utilizado para la determinación de ácidos grasos 
correspondería asignarle la categoría B y, finalmente,  la determinación de las 
clases de lípidos por HP-TLC se le asigna a la categoría C de la escala de 
certificación verde. 
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Figura 3.11. Evaluación verde del método PLS-NIR propuesto y su comparación con las 
metodologías de referencia CG-FID y HP-TLC utilizadas para la determinación de ácidos 
grasos y clases lipídicas en los extractos de aceite de salmón. 
 
3.3.B.2. Conclusiones Capítulo 3.B. 
El método PLS-NIR desarrollado permite una adecuada cuantificación simultánea 
de varios ácidos grasos, como OA, PA, ALA y LA, así como Omega-3, Omega-6, 
PUFAs, MUFAs y SFAs, además de las clases de lípidos como TAGs, DAGs, FFAs y 
ergosterol en extractos de aceite de salmón. El método propuesto evitando el uso 
de reactivos tóxicos o peligrosos y supone una drástica reducción del tiempo 
requerido y del consumo de energía. Sin embargo, la exactitud en la capacidad 
predictiva del método únicamente mantiene el nivel de detección para el ácido 
palmítico, linolénico y los MUFAs. 
En resmen, se puede concluir que los modelos PLS-NIR ofrecen una herramienta 
de alto valor de detección para la caracterización de muestras de extractos de 
aceite de salmón con una excelente capacidad predictiva de ergosterol, FFAs, 
DAGs, TAGs, Omega-3 y PUFAs. A esto hay que destacar la prácticamente nula 
manipulación de las muestras, que se trata de una técnica directa y no destructiva, 
con una gran rapidez en su aplicación. 
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3.4.CAPÍTULO 4: 
Control de calidad de los aditivos umami por Raman y 
espectroscopia infrarroja en la región cercana 
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3.4. Capítulo 4. Control de calidad de los aditivos umami por espectroscopia 
Raman e infrarroja en la región cercana 
3.4.1. Introducción 
Umami es el quinto sabor sugerido por Ikeda [1] para referirse a una nueva 
sensación de sabor independiente de los cuatro sabores básicos clásicos: amargo, 
dulce, salado y ácido. Las especiales características del sabor umami se han 
atribuido al sinergismo entre el glutamato monosódico (MSG, del inglés 
Monosodium glutamate), la guanosina 5'-monofosfato (GMP, del inglés 
Guanosine-5′-monophosphate) y la inosina-5'-monofosfato (IMP, del inglés 
Inosine-5′-monophosphate), estos dos últimos encontrados normalmente en una 
proporción 1:1, que, cuando se mezclan, aumentan la intensidad del sabor umami 
en los alimentos [2, 3]. El Codex Alimentarius ha reconocido el MSG (E621), el 
GMP (E627) y el IMP (E631) como aditivos alimentarios, clasificándolos como 
potenciadores de sabor, que sujetos a las disposiciones de esta Norma se 
utilizarán bajo las condiciones de buenas prácticas de fabricación (BPF) [4]. El 
Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios (JECFA, del inglés 
Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives) no especificó una ingesta 
diaria aceptable (ADI, Acceptable Diary Intake) para estos aditivos [5], indicando 
que tienen una toxicidad baja, no representan ningún peligro para la salud 
humana, y no se considera necesario establecer una ADI numérica. El Comité 
Científico de la Alimentación Humana (SCF, del inglés Scientific Committee on 
Food) de la Unión Europea (UE) llegó a una conclusión equivalente al JECFA, al 
establecer un grupo no especificado de ADI para el ácido L-glutámico y sus sales 
[6]. Sin embargo, algunos estudios afirman que altas concentraciones de estos 
compuestos pueden causar problemas de salud en las personas que son sensibles 
a ellos [7] [8]. Estudios toxicológicos no han demostrado efectos tóxicos 
específicos de MSG a pesar de las sospechas tempranas [9]. Se publicaron 
informes anecdóticos de síntomas subjetivos tras la ingestión de comidas chinas 
[10], siendo el MSG inicialmente implicado como agente causante del llamado 
"Síndrome del restaurante chino" [11]. La revisión de Kenney [12] de los estudios y 
encuestas experimentales existentes concluyó que las evidencias no pudieron 
demostrar que el MSG era un agente causal en la provocación de la gama 
completa de síntomas del "Síndrome del restaurante chino". 
Las sustancias umami se agregan con frecuencia, como premezcla de  sales, en una 
gran variedad de alimentos tales como carne, pescados, mariscos, vegetales y 
productos elaborados. Así que el análisis cuantitativo de las mezclas industriales 
de aditivos umami es un primer paso crítico durante el proceso de fabricación de 
las mismas para asegurar la calidad de los productos finales producidos. El análisis 
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de la mezcla umami puede proporcionar especificaciones completas y precisas 
desde el punto de vista de la calidad y la seguridad alimentaria. Además, la 
identificación de materiales no conformes puede mejorar el desempeño 
operacional y ahorrar tiempo y costes durante el proceso de fabricación. El control 
de procesos requiere monitorizar, a poder ser en tiempo real, los puntos críticos 
de procesamiento mediante el uso de métodos analíticos rápidos y precisos para 
asegurar la calidad del producto que se está fabricando, siendo de interés en el 
caso de los productos de aditivos umami. 
Los métodos tradicionales para determinar los tres potenciadores de sabor de una 
manera simultánea están basados en el empleo de las técnicas cromatográficas; 
implican procedimientos de múltiples etapas, con gran consumo de tiempo y un 
coste considerable, además de requerir disolución previa de la muestra [13] [14] 
[15]. Debido al gran interés en encontrar métodos analíticos alternativos con el fin 
de obtener procedimientos más rápidos, económicos y respetuosos con el medio 
ambiente, se ha propuesto el uso de la espectrofotometría con red de diodos 
empleando la quimométrica para la determinación simultánea de MSG, GMP e 
IMP, n  en cubitos de caldo concentrado [16] y en preparaciones alimenticias [17]. 
Sin embargo, en estos métodos se requiere también la disolución de la muestra, 
aumentando así la manipulación de la muestra. 
La lengua electrónica (e-Tongue) también se ha utilizado para evaluar el sabor 
umami en muestras líquidas y comparar diferentes potenciadores del sabor 
mediante el análisis de componentes principales (PCA) [18] o para evaluar la 
intensidad del sabor usando el PLS [19] [20]. Dependiendo del instrumento, se 
puede requerir mucho tiempo para limpiar los sensores o incluso ser necesaria 
una gran cantidad de muestra centrifugada para ser analizada y, además, el 
protocolo de limpieza del sensor puede ser limitado y puede producir una deriva 
en el mismo. 
La espectroscopia Raman y el infrarrojo cercano (NIR) son herramientas no 
destructivas bien establecidas para el análisis directo multicomponente en el 
control de calidad de alimentos. Estas técnicas resultan complementarias y 
permiten tanto el estudio de la composición química de las muestras, como la 
determinación de algunos de los compuestos presentes. Bagnasco et al. [20] 
correlacionaron los espectros NIR de transmisión de mezclas de 
aminoácidos/péptidos y muestras de ribonucleótidos con el atributo umami en 
formulaciones de potenciadores de sabor, obteniendo un RMSECV del 21%. Sin 
embargo, en la revisión bibliográfica realizada, hasta nuestro conocimiento, no 
hay precedentes sobre el empleo de la espectroscopia Raman y NIR para la 
determinación de MSG, GMP e IMP.  
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El objeto de este estudio ha sido el desarrollo de un método analítico para la 
determinación de MSG, GMP e IMP en los aditivos alimentarios industriales, 
potenciadores del sabor umami. 
 
3.4.2. Parte experimental 
3.4.2.1. Instrumentación 
Los espectros Raman fueron obtenidos mediante el uso de un equipo Raman 
portátil de la marca StellarNet Inc. (Tampa, FL, EUA), equipado con un láser de 
diodo de 785 nm para excitación, con una potencia de salida máxima de 120 mW, 
y un detector de dispositivo de carga acoplada termoeléctricamente. Para el 
control instrumental y de medición, así como para la adquisición de datos, se 
utilizó el software SpectraWiz de StellarNet Inc. (Tampa, FL, EUA). 
Los espectros del infrarrojo cercano registrados en este trabajo fueron adquiridos 
en un espectrofotómetro FT-NIR modelo Multi Purpose Analyzer (MPA) de Bruker 
(Bremen, Germany) equipado con una fuente NIR, un divisor de haz de cuarzo y un 
detector de PbS. El software Opus 6.5 de Bruker se utilizó tanto para el control 
instrumental, como para la adquisición de datos.  
 
3.4.2.2. Muestras 
Las muestras utilizadas en el estudio se obtuvieron de una empresa fabricante de 
mezcla de aditivos alimentarios empleados en distintas aplicaciones 
agroalimentarias. Se emplearon 35 muestras binarias de GMP e IMP, que fueron 
divididas en tres conjuntos: calibración (19), validación (9) y predicción (7). 
Además, se emplearon 26 muestras de mezclas ternarias de MSG, GMP e IMP 
divididas en calibración (14), validación (6) y predicción (6). En este último caso, 
las mezclas de aditivos alimentarios contenían concentraciones de MSG 
comprendidas entre el 80 y el 99% m/m, siendo el porcentaje restante el 
correspondiente a mezclas binarias de GMP e IMP en una proporción aproximada 
1:1 m/m. 
El conjunto de calibración fue utilizado para la construcción del modelo PLS, el 
conjunto de validación se empleó en este caso para seleccionar el mejor modelo 
predictivo con respecto el menor error de validación, y el conjunto de predicción 
se utilizó, una vez escogido el modelo, para comprobar la capacidad predictiva del 
modelo construido. 
Las mezclas se colocaron en viales de vidrio transparente de 11 mm de diámetro 
interno y 25 mm de altura, para obtener directamente los espectros Raman y NIR. 
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3.4.3. Resultados y discusión 
3.4.3.1. Espectroscopia Raman 
Los espectros Raman se obtuvieron en el intervalo entre 160 y 2850 cm-1 de 
desplazamiento Raman, acumulando 1 barrido de 6000 ms por registro. Todos los 
espectros Raman se realizaron a una potencia de 120 mW, a una distancia de 5.4 
mm entre el vial de muestra y la sonda. Para ello, se diseñó un accesorio de 
aluminio para medir directamente a través del fondo del vial de la muestra. Este 
dispositivo nos permitía de manera fácil variar la distancia entre la muestra y la 
sonda con el objeto de conseguir la máxima señal (ver Figura 1). La señal de fondo 
debida al vial de vidrio se corrigió midiendo un patrón de NaCl en las mismas 
condiciones que las muestras y restando posteriormente las señales. Antes de las 
medidas de cada muestra se realizó un espectro de la oscuridad como referencia. 
Se obtuvieron tres medidas de cada muestra y se empleó el promedio de los 
espectros triplicados de cada muestra para fines quimiométricos. 
En la Figura 4.1 pueden verse los espectros Raman, sin ningún tratamiento previo, 
en la región entre 2850 y 160 cm-1, que corresponden a patrones puros de MSG, 
GMP e IMP, junto con mezclas de GMP + IMP y MSG + GMP + IMP. Se puede 
observar que las bandas más intensas aparecen en el intervalo de desplazamiento 
Raman de 1700 a 200 cm-1. Las bandas más características del espectro de MSG se 
encuentran alrededor de 1434 y 1401 cm-1 y son debidas al tijereteo del grupo CH2 
y del estiramiento simétrico del grupo COO-, respectivamente. Las bandas 
presentes cerca de 940 cm-1 están relacionadas con los modos de estiramiento de 
los enlaces C-C, mientras que las que se observa alrededor de 860 cm-1 
correspondería  a los modos de deformación de grupo COOH [21] [22].  
Cabe destacar que los espectros de GMP e IMP son muy similares entre sí, siendo 
muy difícil la identificación/diferenciación visual de dichas sustancias, pero que sí 
se distinguen bien del MSG, ya que éste último presenta bandas más pronunciadas 
en el intervalo de 1400 a 900 cm-1. 
 
 
Resultados experimentales y ámbito de aplicación. Muestras de alimentos 
 
175 
 
 
Figura 4.1. a) Espectros Raman de glutamato monosódico (MSG), guanosina 5'-monofosfato 
(GMP), inosina-5'-monofosfato (IMP) y mezclas de estos aditivos en la región entre 2850 y 
160 cm
-1
 sin ningún tratamiento previo de los datos. b) Detalle del accesorio para realizar las 
medidas directamente sobre el vial utilizando una sonda de fibra óptica. 
 
3.4.3.1.1. Modelos PLS-Raman: Mezclas binarias (GMP + IMP) 
Las principales características, como valores promedio, mínimos y máximos de las 
concentraciones, para los conjuntos de calibración, validación y predicción de las 
mezclas binarias de GMP e IMP y ternarias de MSG, GMP e IMP, se resumen en la 
Tabla 4.1. En el análisis de mezclas binarias de GMP e IMP los mejores modelos 
PLS-Raman se obtuvieron usando el rango espectral completo, con un pre-
tratamiento de los datos consistente en la primera derivada (FD), con un 
suavizado de 11 puntos, y el centrado en la media (MC), utilizando 5 LV’s tanto 
para GMP como para IMP. 
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Tabla 4.1. Rangos de concentración de glutamato monosódico (MSG), guanosina-5'-monofosfato 
(GMP) e inosina-5'-monofosfato (IMP) en los conjuntos de calibración, validación y predicción para 
las formulaciones binarias y ternarias  
 
 SD: Desviación estándar 
 
En la Figura 4.2 puede verse la regresión entre los valores predichos por el modelo 
PLS-Raman y los valores de referencia tanto para GMP como para IMP. Los 
parámetros de los modelos de calibración y validación más importantes de los 
modelos seleccionados se resumen en la Tabla 4.2, en la que se puede observar 
que las capacidades predictivas de los modelos PLS-Raman fueron buenas tanto 
para la determinación de GMP e IMP, con altos valores de los coeficientes de 
determinación (R2 Cal y R2 Val) y valores bajos del error cuadrático medio del 
conjunto de validación (RMSEV). 
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Figura 4.2. Valores de predicción vs valores de referencia para la determinación de GMP e 
IMP en mezclas GMP + IMP mediante PLS-Raman para muestras empleadas en los conjuntos 
de calibración, validación y predicción 
 
Para evaluar la capacidad de predicción de los modelos PLS-Raman construidos, se 
utilizó un conjunto de predicción independiente, no empleado durante el paso de 
calibración para predecir GMP e IMP en las mezclas binarias. Se obtuvieron valores 
de R2 Pred para GMP e IMP de 0.984, errores relativos de predicción (RRMSEP) de 
7.6 y 7.9%, respectivamente, y valores de RPD de 6.1 para GMP y 6.5 para IMP 
(véase Tabla 4.2). 
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3.4.3.1.2. Modelos PLS-Raman: Mezclas ternarias (MSG + GMP + IMP) 
Las características de los conjuntos de calibración, validación y predicción de las 
mezclas ternarias de MSG + GMP + IMP se resumen en la Tabla 4.1. En la  Tabla 4.2 
se indican los parámetros de los mejores modelos de regresión de PLS-Raman 
obtenidos para MSG, GMP e IMP usando toda la región espectral, Variación 
Normal Estándar (SNV, del inglés  Standard Normal Variation), segunda derivada 
(SD) con suavizado de 11 puntos, y MC como pre-tratamiento de datos, con un 
valor óptimo de 5 LV’s. Los resultados obtenidos para la predicción del contenido 
de MSG en el conjunto de validación (ver Tabla 4.2) fueron mejores que los 
encontrados para la predicción de GMP e IMP, lo que resulta bastante evidente 
debido al hecho que el MSG siempre constituye el compuesto principal en aditivos 
umami, con una elevada concentración, mientras que GMP e IMP se emplean en 
pequeñas cantidades debido también a su coste más elevado. Por este motivo los 
modelos construidos para los tres compuestos considerados proporcionaron 
errores de predicción relativamente altos y valores bajos de RPD de 1.4, que 
evidencia una capacidad predictiva deficiente. La Tabla 4.3 muestra las ecuaciones 
de regresión entre los valores predichos mediante PLS-Raman para MSG, GMP e 
IMP y sus valores de referencia. 
 
3.4.3.2. Espectroscopia NIR 
Los espectros NIR se obtuvieron directamente por reflectancia difusa en unidades 
Kubelka-Munk, en la región comprendida entre 14000 y 4000 cm-1, acumulando 50 
barridos por espectro y usando una resolución espectral de 4 cm-1. El background 
se adquirió de la esfera de integración cerrada bajo las mismas condiciones 
instrumentales que las empleadas para las mediciones de la muestra. Se 
obtuvieron tres medidas de cada muestra girando la posición del vial de muestra 
entre las repeticiones. Los valores promedios de los espectros triplicados de cada 
muestra se utilizaron para construir modelos de calibración PLS y para la 
predicción de las muestras. 
En la Figura 4.3 pueden verse, en unidades Kubelka-Munk, los espectros NIR 
medios en la región entre 14000 y 4000 cm-1 sin pre-tratamiento, 
correspondientes a los patrones de MSG, GMP e IMP, mezclas binarias de GMP e 
IMP y mezclas ternarias de MSG+GMP+IMP. Las bandas más intensas aparecen en 
las regiones entre 4000-4750 cm-1 (bandas de combinación), 5600-5900 cm-1 
(primer sobretono) y 8000-9000 cm-1 (segundo sobretono). 
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Figura 4.3. Espectros NIR del 
glutamato monosódico (MSG), 
guanosina 5'-monofosfato (GMP), 
inosina-5'-monofosfato (IMP) y 
mezclas binarias y ternarias de 
dichos compuestos en la región 
entre 14000 y 4000 cm
-1
 sin pre-
tratamiento. 
 
3.4.3.2.1. Modelos PLS-NIR Mezclas binarias (GMP + IMP) 
Para comparar capacidad de predicción de los modelos PLS-Raman y PLS-NIR, se 
utilizaron los mismos conjuntos de calibración, validación y predicción en ambos 
casos (véase la Tabla 4.1). Diferentes pre-tratamientos de datos y distintas 
regiones espectrales se ensayaron para seleccionar los mejores modelos, 
encontrando los mejores resultados utilizando la región comprendida entre 10000 
y 4000 cm-1, y  empleando FD (13 puntos) y MC como pre-procesamiento de la 
señal, con 5 LV’s, sin la necesidad de eliminar ninguna muestra ya que no se 
identificaron valores anómalos. 
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La Tabla 4.4 muestra las ecuaciones de regresión entre los valores predichos 
mediante PLS-NIR para GMP e IMP y sus valores de referencia. Se obtuvieron 
elevados valores de R2 Cal, R2 CV y R2 Val (ver Tabla 4.5). La capacidad de 
predicción de dichos modelos PLS-NIR se evaluó con el conjunto de predicción 
externo obteniendo buenos resultados en ambos casos, para GMP e IMP, con 
valores de RRMSEP de 3.7 y 4.0% para GMP e IMP, y RPD de 12.6 en ambos casos. 
Los parámetros más importantes de calibración, validación  y predicción de los 
modelos PLS-NIR se resumen en la Tabla 4.5, demostrando una buena capacidad 
predictiva de los modelos PLS-NIR desarrollados para la determinación de GMP e 
IMP en mezclas binarias. 
 
Tabla 4.4 Regresión entre los valores predichos y los valores de referencia para la determinación de 
glutamato monosódico (MSG), guanosina-5’-monofosfato (GMP) e inosina-5’-monofosfato (IMP) 
en mezclas binarias y ternarias de aditivos de sabor umami mediante PLS-NIR 
 
 
3.4.3.2.2. Modelos PLS-NIR: Mezclas ternarias (MSG + GMP + IMP) 
Al igual que en el caso anterior, los conjuntos de calibración, validación y 
predicción empleados para construir los modelos PLS-Raman se utilizaron también 
para los modelos PLS-NIR (ver Tabla 4.1). Los mejores modelos PLS-NIR para la 
predicción de MSG, GMP e IMP se obtuvieron utilizando FD (13 puntos) y MC 
como pre-procesamiento de los datos espectrales, en la región entre 10000 y 4000 
cm-1 y empleando 3 LVs. En la Tabla 4.4 se pueden ver las rectas de regresión 
entre los datos predichos y los valores de referencia, mientras que los principales 
parámetros de los mejores modelos PLS-NIR se incluyen en la Tabla 4.5. En todos 
los casos se obtuvieron altos valores de R2 y bajos valores de RMSEV. 
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El conjunto de predicción independiente se utilizó para evaluar la capacidad 
predictiva de los modelos PLS-NIR para MSG, GMP e IMP en mezclas ternarias y 
esta información también se incluye en las Tablas 4.4 y 4.5. Los valores de RRMSEP 
encontrados fueron de 0.7, 5.0 y 5.9% con RPD de 12.2, 13.0 y 10.8, para MSG, 
GMP e IMP, respectivamente. Esto indica que la técnica PLS-NIR resulta adecuada 
para el análisis directo de mezclas de estos tres potenciadores de sabor.  
 
3.4.3.3. Comparación entre el Raman y NIR para el análisis de mezclas umami 
Los resultados obtenidos mediante el uso de modelos PLS para determinar MSG, 
GMP e IMP en aditivos umami utilizando espectros Raman y NIR se compararon 
con el fin de evaluar la mejor alternativa. 
Para las mezclas GMP e IMP, las técnicas Raman y NIR proporcionaron buenos 
resultados con valores máximos de RRMSEP de 7.9 y 4.0%, y valores RPD de 6.5 y 
12.6, respectivamente. Sin embargo, en el caso de mezclas ternarias, se 
encontraron valores de RRMSEP altos y valores bajos de RPD usando PLS-Raman, 
mientras que los modelos PLS-NIR proporcionaron valores de RPD para MSG, GMP 
e IMP de 12.2, 13.0 y 10.8, respectivamente, siendo una metodologías con una 
buena capacidad predictivas [23]. 
 
3.4.3.4. Evaluación de los métodos 
Para evaluar el carácter verde de la metodología propuesta, se utilizó la escala 
ecológica propuesta por Galuszka et al. [20] y modificada por Armenta et al. [21]. 
La Figura 4.4 muestra los resultados de acuerdo con el Certificado Verde para 
evaluar la metodología propuesta FT-NIR y el método LC-UV utilizado por Chiang 
et al. [13] como metodología de referencia. Se asignaron cero puntos de 
penalización a la determinación simultánea de MSG, GMP e IMP utilizando el 
procedimiento FT-NIR propuesto en la escala ecológica debido a la ausencia de 
consumo de reactivos, generación de residuos y emisiones nocivas.  
Con respecto al método de referencia no es posible realizar la determinación 
simultánea de MSG, GMP e IMP en un solo ensayo ya que se requiere trabajar a 
niveles de dilución diferentes y, por ello, se realizaron dos evaluaciones diferentes; 
la primera para evaluar la determinación de MSG y la segundo para la 
determinación de simultánea de GMP e IMP. Para la determinación de MSG por 
LC-UV, se asignaron 25.7 puntos de penalización debido al uso de reactivos (7.9), 
energía consumida (1) y residuos generados (16.8), obteniéndose una puntuación 
total de 74.3. Para la determinación de GMP e IMP por LC-UV, la puntuación total 
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fue 86 debido a que se asignaron 14 puntos de penalización (ver detalles en la 
tabla de la Figura 4.4). Por lo tanto, para la determinación de MSG, GMP e IMP por 
PLS-NIR se proporciona un método de Certificado Verde de categoría A con 
puntuación de 100 puntos. Los métodos LC-UV de referencia utilizados para la 
determinación de MSG corresponden a la categoría C y a la categoría B los que 
corresponden a la determinación de GMP e IMP. Por lo tanto, se puede concluir 
que el método propuesto es una alternativa sostenible y respetuosa con el medio 
ambiente a los métodos disponibles en la literatura para el control de calidad de 
aditivos umami, pudiéndose determinar los 3 componentes de manera 
simultánea. 
 
 
Figura 4.4. Evaluación, puntos de penalización por muestra y etiqueta  de Certificado 
Verde correspondiente a la metodología propuesta por NIR en comparación con los 
procedimientos de referencia por LC-UV. 
 
3.4.4. Conclusiones Capítulo 4 
Las técnicas de espectroscopia Raman y NIR proporcionan alternativas rápidas y 
ecológicas para determinar simultáneamente MSG, GMP e IMP en aditivos umami. 
Para las mezclas binarias compuestas por GMP e IMP, ambas técnicas combinadas 
con PLS ofrecen procedimientos precisos y exactos para el análisis cuantitativo de 
estas muestras. Sin embargo, para las mezclas ternarias compuestas por MSG, 
GMP e IMP, los resultados obtenidos mediante la espectroscopia NIR fueron 
mejores que los encontrados por Raman. En resumen, estos estudios ponen de 
manifiesto que para el análisis de aditivos umami en mezclas de potenciadores de 
sabor, PLS-NIR ofrece una herramienta precisa y exacta para la determinación de 
MSG, GMP e IMP, siendo una clara alternativa verde frente a los métodos 
tradicionales basados en determinaciones cromatográficas. 
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En resumen, la espectroscopia NIR permite obtener resultados prácticamente en 
tiempo real para mediciones in situ y en línea, sin pre-tratamiento de muestras, 
siendo un buen método alternativo para la inspección rápida de formulaciones de 
aditivos alimentarios para asegurar la calidad de las mezclas umami que se 
comercializan para su uso en la industria agroalimentaria y en el procesado  de 
alimentos elaborados. 
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3. RESULTADOS EXPERIMENTALES Y ÁMBITO DE APLICACIÓN 
PARTE 2: Muestras Ambientales y de Interés Agrícola 
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Parte 2. Muestras Ambientales y de Interés Agrícola 
 
La espectroscopia infrarroja presenta grandes ventajas debido a su gran 
versatilidad y posibilidad de realizar medidas in situ y en tiempo real. Es por ello, 
que se trata de una técnica adecuada para el análisis de muestras ambientales, ya 
sea, para el control y evaluación de las características de los compost, desde el 
inicio del compostaje hasta el final del mismo, análisis de suelos contaminados, así 
como medidas en fase gas. 
Mediante el uso de la espectroscopia vibracional es posible el seguimiento de la 
maduración de los compost en el procedimiento del compostaje, para que puedan 
ser utilizados en la agricultura como fertilizantes y enmendantes del suelo, 
contribuyendo a mejorar las características físico-químicas y biológicas del mismo. 
Al mismo tiempo, la espectroscopia permite la determinación cuantitativa de los 
compuestos fenólicos, que están estrechamente relacionados con la calidad del 
compost, así como la determinación de carbono orgánico (OC) y de nitrógeno total 
(TN) que también se consideran parámetros químicos para evaluar las 
posibilidades de éxito del proceso de compostaje. 
El control de los suelos contaminados puede considerarse en la actualidad como 
uno de los mayores problemas-retos que nos podemos encontrar desde el punto 
de vista medio ambiental. La espectroscopia infrarroja con generación de fase 
vapor, es capaz de proporcionar una herramienta adecuada para la determinación 
simultánea de compuestos BTEX en suelos contaminados de forma rápida y sin 
ningún pre-tratamiento químico de la muestra, reduciendo el tiempo de análisis 
de las muestras. 
Por otro lado, en los espectros IR es posible encontrarse con la presencia de 
interferencias causadas por gases y vapores que estén presentes en la atmósfera 
de medida. Dichas interferencias perjudican la calidad de las medidas, 
especialmente cuando dichos gases y/o vapores ambientales presentan bandas de 
absorción en la zona espectral de interés, produciéndose un solapamiento de las 
señales, siendo necesaria la corrección de los espectros mediante métodos de 
corrección. Es por ello que se necesita un método flexible y automatizado para 
corregir y evitar las interferencias espectrales de vapores orgánicos presentes en 
los espectros FTIR medidos. 
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3.5. CAPÍTULO 5: 
Evaluación de compost para su posterior uso en la 
agricultura mediante espectroscopia infrarroja NIR y 
MIR 
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3.5. Capítulo 5. Evaluación de compost para su posterior uso en la agricultura 
mediante espectroscopia infrarroja NIR y MIR 
 
3.5.1. Introducción 
Los compost se caracterizan por ser materiales de naturaleza orgánica 
procedentes de residuos de origen animal y/o vegetal, obtenidos por 
fermentación aeróbica controlada. Transcurrido un cierto tiempo de estabilización 
de estos residuos, suficiente para considerarlos como maduros, pueden utilizarse 
en agricultura como fertilizantes y enmendantes del suelo, contribuyendo a 
mejorar las características físico-químicas y biológicas del mismo. Por tanto, el 
compostaje es una de las soluciones sostenibles para el manejo y gestión de los 
desechos sólidos orgánicos, siendo una técnica de biorremediación que ofrece las 
ventajas de la degradación de los residuos orgánicos junto con la producción de 
fertilizantes adecuados para la modificación del suelo [1], siendo en su conjunto 
un proceso bioxidativo controlado, que se desarrolla sobre sustratos orgánicos 
heterogéneos en estado sólido, debido a la actividad secuencial de una gran 
diversidad de microorganismos. 
Según las características del compost, puede emplearse como enmendante 
orgánico, que actuaría principalmente sobre las propiedades físico-químicas y 
biológicas del suelo, o como abono, mejorando además la nutrición mineral de las 
plantas y ahorrando el uso de fertilizantes minerales.  
Existen estudios que relacionan el nivel de compuestos fenólicos  totales (TPC) en 
un compost con la calidad del mismo, ya que niveles bajos estos compuestos 
indican alta estabilidad del producto, mientras que la alta concentración de 
fenoles evidencia su inestabilidad [1]. Palm et al. [2] consideran la concentración 
de los compuestos fenólicos como un buen parámetro para abordar la 
modificación de la materia orgánica en la agricultura mediante el empleo de 
composts. El proceso de maduración del compost reduce el volumen del producto 
final pero a pesar de ello disminuye gradualmente la concentración de 
compuestos fenólicos [1]. 
Desde un punto de vista práctico, el compost constituye una fuente importante de 
carbono, fósforo orgánico, nitrógeno, y también aumenta la capacidad de 
intercambio catiónico del suelo [3], por lo que los contenidos de carbono orgánico 
(OC) y de nitrógeno total (TN) también se consideran parámetros químicos para 
evaluar las posibilidades de éxito del proceso de compostaje [4]. De hecho, como 
se ha indicado, la calidad del compost para su aplicación en el suelo depende de su 
madurez y estabilidad [3], y éstas se suelen evaluar teniendo en cuenta la relación 
OC/TN ya que se utiliza en el control de la madurez final del producto obtenido [5] 
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[6]. Sin embargo, tanto para la determinación de los compuestos fenólicos como 
para la determinación de OC y TN en suelos, composts y residuos orgánicos es 
necesario una gran cantidad de reactivos y de tiempo para el análisis, junto con 
mano de obra calificada, ya que se utilizan métodos químicos clásicos como: i) la 
valoración, en el caso de TPC, que incluye una etapa previa de extracción; ii) 
mineralización a elevadas temperaturas y valoración para la determinación de OC 
y, iii) destilación después de una mineralización previa con ácido sulfúrico, para la 
determinación del TN [7-9]. 
La espectroscopia infrarroja tanto en la región del infrarrojo cercano (NIR) como 
en la del medio (MIR), puede ofrecer una alternativa no destructiva, rápida y 
relativamente barata a los métodos tradicionales para el control de este tipo de 
parámetros en muestras de diferente naturaleza. Existen algunos estudios donde 
se utiliza la espectroscopia infrarroja tanto NIR como MIR para la determinación 
de compuestos fenólicos en alimentos [10-13], y OC y TN en plantas [14], suelos 
[15, 16] y composts [3, 17]. En nuestro caso se pretende realizar un estudio 
comparativo sobre las posibilidades del empleo de la espectroscopia NIR y MIR 
para en análisis y control de los composts, se modo que estas técnicas puedan ser 
planteadas como alternativas a los métodos tradicionales. Como parámetros de 
referencia se van a considerar los TPC, el OC y el TN.  
En este sentido,  el presente capítulo se encuentra subdividido en  2 partes 
diferenciadas en función de los analitos estudiados: 
 5.A. Determinación de compuestos fenólicos totales. 
 5.B. Predicción del contenido de carbono orgánico y de nitrógeno total.  
 
Teniendo en cuenta lo comentado, los objetivos fijados en esta parte del trabajo 
son: 
 Desarrollo de un método rápido, simple y no destructivo para la determinación 
directa de TPC en muestras de compostajes mediante el uso de los modelos de 
regresión PLS a partir de los espectros NIR y MIR, tomando como valores de 
referencia los obtenidos a partir del método basado en la utilización del 
reactivo de Folin-Ciocalteu. 
 Encontrar una metodología de cribado para la determinación de OC y TN en 
muestras orgánicas como compostajes, desechos biogénicos y mezclas de 
residuos de compostajes utilizando las metodologías MIR y NIR combinadas con 
la regresión PLS. 
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3.5.2. Parte experimental 
3.5.2.1. Instrumentos 
Los espectros del infrarrojo cercano registrados en este trabajo fueron obtenidos 
con un espectrofotómetro FT-NIR modelo Multi Purpose Analyzer (MPA) de Bruker 
(Bremen, Germany) equipado con una fuente NIR, un divisor de haz de cuarzo y un 
detector de PbS. El software Opus 6.5 de Bruker se utilizó tanto para el control 
instrumental, como para la adquisición de datos.  
Los espectros del infrarrojo medio fueron registrados con un espectrofotómetro 
modelo Tensor 27 FT-MIR de Bruker (Bremen, Alemania) equipado con un 
detector  de sulfato de trigliceno dopado con L-alanina deuterado (DLaTGS). El 
software Opus 6.5 de Bruker se utilizó tanto para el control instrumental, como 
para la adquisición de datos.  
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3.5.A. Capítulo 5.A. Determinación de compuestos fenólicos totales en 
compostajes mediante NIR y MIR 
 
3.5.A.1. Muestras 
Este estudio se ha realizado utilizando 95 muestras de compost, obtenidas a partir 
de: (i) lodos de alcantarillado, (ii) residuos sólidos municipales y (iii) diversos 
residuos biológicos vegetales, tales como serrín, paja, caña de Provence, caña de 
azúcar, corteza de palma, estiércol de caballo, etc. Todas las muestras de compost 
empleadas se obtuvieron mediante fermentación aeróbica (compostaje) utilizando 
experimentos a escala de laboratorio, pudiéndose clasificar en los siguientes tipos: 
(i) compost mineral maduro (Cm=9 muestras), ii) compost orgánico maduro 
(Co=68 muestras), y (iii) compost vegetal inmaduro (Cv=18 muestras), de modo 
que todos ellos representarían diferentes etapas del proceso de compostaje. Las 
muestras fueron secadas a 105 ° C durante 12 h y almacenadas en todo momento 
en viales de vidrio con tapón roscado hasta el momento de su análisis. 
 
3.5.A.2. Método de referencia 
La determinación de TPC se realizó de acuerdo con el método colorimétrico Folin-
Ciocalteu siguiendo el procedimiento que se recoge en la literatura [18]. Para ello, 
se prepararon extractos de todas las muestras  obtenidos a partir de 1 g de 
muestra seca tratado mediante agitación magnética durante 30 min con 10 ml de 
metanol puro. Los extractos se mantuvieron en contacto con el compost durante 
24 h a 4 oC y se separaron por centrifugación utilizando una centrífuga Digicen 20 
de Ortoalresa (Madrid, España), que trabajaba a 3000 rpm durante 10 min. Una 
vez separados los sobrenadantes se almacenaron en tubos de plástico a 4 oC hasta 
su análisis. Para el análisis, se añadió un volumen de extracto de cada muestra 
adequadamente diluido, a 0.5 mL de agua destilada y 0.125 mL de reactivo de 
Folin-Ciocalteu. La mezcla se agitó y se dejó en reposo durante 6 min, antes de la 
adición de 1.25 mL de Na2CO3 al 7%. Después la solución se ajustó con agua 
destilada hasta un volumen final de 3 mL y se homogenizó. La absorbancia se 
midió a 760 nm frente a un blanco preparado de la misma manera que las 
muestras, después de mantenerlas en un armario y cubiertas con papel de 
aluminio en la oscuridad. El contenido fenólico total de todas las muestras se 
expresó como mg de equivalente de ácido gálico por gramo de masa seca (mg GAE 
g-1  DW), usando una curva de calibración establecida a partir de disoluciones 
patrón de ácido gálico. Todas las mediciones se realizaron por triplicado.  
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La concentración mínima encontrada de TPC fue 0.07 mg GAE g-1 DW mientras que 
4.83 fue el valor máximo medido. Las variaciones en el contenido de TPC se deben 
a la naturaleza de los principales ingredientes que componen los diferentes tipos 
de composts, como son sustancias minerales, vegetales o residuos biológicos. Los 
valores más bajos de TPC estuvieron presentes en los composts obtenidos a partir 
de compuestos minerales con un bajo porcentaje de materia orgánica (menor del 
30% m/m); por el contrario, se encontraron altas concentraciones de TPC en los 
compost procedentes de residuos biogénicos (con un contenido de materia 
orgánica superior al 70% m/m). En resumen, los TPC encontrados en los composts 
de naturaleza mineral variaban entre 0.07 y 0.15 mg GAE g-1 DW, mientras que los 
presentes en composts orgánicos y composts vegetales se encontraban entre 
0.10-0.80 y 0.48-4.83 mg GAE g-1 DW, respectivamente. 
 
3.5.A.3. Resultados y discusión 
3.5.A.3.1. Espectroscopia NIR  
Las muestras se colocaron en viales de vidrio transparente de 22 mm de diámetro 
interno y 44 mm de altura para obtener directamente espectros NIR por 
reflectancia difusa, en unidades de Kubelka-Munk. Todos los espectros NIR se 
adquirieron en la región espectral comprendida entre 14000 y 4000 cm-1, 
acumulando 50 barridos por espectro y utilizando una resolución óptica de 4 cm-1. 
El background se adquirió a partir de la esfera de integración cerrada usando las 
mismas condiciones instrumentales que las empleadas para la medida de las 
muestras. Se obtuvieron tres medidas de cada muestra girando aproximadamente 
120o la posición del vial entre las réplicas, para asegurar una mejor 
representatividad de los espectros. Los valores promedios de los espectros 
triplicados de cada muestra se emplearon para construir modelos de calibración 
PLS y predicción. 
En la Figura 5.1 se representan los espectros de reflectancia difusa NIR originales 
de las muestras de compost utilizadas en este estudio en la región entre 14000 y 
4000 cm-1, diferenciadas en las tres clases: Cm, Co y Cv. Las principales bandas que 
pueden verse en estos los espectros de los composts se encuentran alrededor de 
8300, 6850 y 5160 cm-1 y están relacionadas con los grupos O-H de los grupos 
fenol [19,20], obteniéndose una mayor intensidad de la señal de estas bandas en 
los espectros correspondientes a las muestras de la clase Cv, seguidas por las 
clases Co y Cm. Además, en los espectros pueden distinguirse también, pero con 
menos intensidad, las bandas situadas aproximadamente a 5800 y 4670 cm-1, que 
son debidas a los armónicos de la vibración de estiramiento de los enlaces C-H, y 
Mari Merce Cascant. Tesis Doctoral 
 
200  
 
que normalmente son atribuidas a la presencia de fenoles, lípidos, aceites y 
grupos aromáticos en plantas [21]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.1. Espectros NIR de las muestras de compost en el intervalo entre 9000 y  4000 cm 
-1
 
Nota: Los espectros correspondientes a cada uno de los grupos de compost se desplazaron 
sobre el eje de la absorbancia para evitar la superposición espectral. 
 
3.5.A.3.1.1. Análisis exploratorio: PCA 
Con el fin de ver si es posible diferenciar los diferentes tipos de compost en 
función de los espectros NIR de las muestras, se realizó un análisis de 
componentes principales (PCA) de los mismos. Para ello se utilizó un  pre-
tratamiento de datos basado MC y SNV, considerando la región espectral 
comprendida entre 9000 y 4000 cm-1. Los dos primeros componentes principales 
calculados explican una varianza total de 95.29%. En la Figura 5.2 puede verse el 
gráfico de scores para PC2 (8.7 % de varianza explicda) frente a PC1 (86.59% de la 
varianza). En este gráfico se pueden observar las muestras de composts 
etiquetadas según sea su origen mineral, orgánico o vegetal, apreciándose una 
separación de muestras en dos grupos a lo largo del PC1, encontrándose la 
mayoría de las del tipo Cv situadas hacia la izquierda del PC1 y el resto de 
composts situados más hacia la derecha, de acuerdo con la concentración de TPC. 
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Teniendo en cuenta el PC2, existe una pequeña diferencia entre los espectros NIR 
de las muestras de los grupos Cm y Co, que el PC1 no era capaz de separar. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.2. Resultados del análisis del componente principal basado en espectros DR-NIR de 
las muestras etiquetadas como Cm, Co y Cv 
 
3.5.A.3.1.2. Modelos PLS-NIR  
Con el fin de construir y evaluar los modelos PLS-NIR para la determinación del 
contenido de TPC en las muestras de compost, la población de muestras  se 
dividió, mediante el algoritmo de K-S, en un conjunto de calibración y un segundo 
de validación, con 76 y 19 muestras en cada uno de ellos. Debido a que el 
conjunto de calibración debe ser representativo y que el contenido de TPC debe 
incluir a las muestras de validación se representó el gráfico de PCA pero 
diferenciando las muestras según pertenezcan al conjunto de calibración o de 
validación (véase Figura 5.3), pudiéndose observar con claridad que  la distribución 
de muestras del conjunto de calibración contiene también a las de validación. 
Además, los contenidos de TPC de los conjuntos de calibración y validación se 
encontraron en el intervalo entre 0.07 y 4.83 mg GAE g-1 DW y entre 0.11 y 4.48 
mg GAE g-1 DW, respectivamente.  
Con el fin de determinar el mejor modelo PLS, se ensayaron y compararon 
diferentes regiones espectrales con distintos pre-tratamientos de los datos, 
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utilizando las 76 muestras seleccionadas por el algoritmo de K-S como conjunto de 
calibración para construir el modelo y teniendo en cuenta el menor error 
cuadrático medio de la validación cruzada leave one out para la selección de las 
variables latentes. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.3. Resultados del análisis del componente principal basado en espectros DR-NIR de 
las muestras etiquetadas como Cm, Co y Cv y diferenciadas en los conjuntos de calibración y 
validación. 
 
Una vez seleccionado el modelo, se evaluó su capacidad predictiva mediante el 
uso del set externo de validación, formado por 19 muestras. En la Tabla 5.1 
pueden verse las características y los parámetros de los diferentes modelos PLS 
estudiados. Los mejores resultados se obtuvieron utilizando la región entre 9000 y 
4000 cm-1 con los pre-procesamientos de MC y SNV y 7LV’s, con valores de RMSEC 
de 0.16 mg GAE g-1 DW y R2 Cal de 0.97, RMSECV mg GAE g-1 DW de 0.29 con R2CV 
de 0.91 y un RMSEP de 0.19 mg GAE g-1 DW con R2 Pred de 0.99 y RPD de 8.26.  
El modelo construido con MC y primera derivada en la región comprendida entre 
6100 y 5385 cm-1, con 7LV’s, presenta valores similares a los obtenidos con el pre-
procesado y región espectral indicados anteriormente, con valores de RMSEC de 
0.11 mg GAE g-1 DW y R2cal de 0.98, RMSECV mg GAE g-1 DW de 0.31 con R2CV de 
0.90 y un RMSEP de 0.19 mg GAE g-1 DW con R2 Pred de 0.99 y RPD de 8.22. 
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En resumen, los resultados obtenidos a partir de los modelos PLS-NIR indican que 
el procedimiento desarrollado para la determinación del contenido de TPC en 
composts es adecuado para fines analíticos con valores RPD de 8.2. 
 
3.5.A.3.2. Espectroscopia MIR  
Aproximadamente 100 mg de muestra, secada a 105 oC durante 12 h, se depositó 
sobre el accesorio de ATR para sólidos y se prensó, para registrar los espectros se 
en el intervalo comprendido entre 4000 y 550 cm-1, acumulando 50 barridos por 
espectro y a una resolución de 4 cm-1. Se utilizó como background un espectro del 
cristal ATR limpio, obtenido inmediatamente antes de adquirir el espectro de cada 
muestra. El cristal ATR se limpió mediante el uso de un papel de celulosa seco. Los 
espectros promedios de las medidas realizadas por  triplicado, para cada una de 
las muestras se utilizaron para construir los modelos quimiométricos. 
La Figura 5.4 muestra los espectros ATR-MIR de todas las muestras, en la región 
entre 4000 y 550 cm-1, y clasificadas en las tres clases de compost: Cm, Co y Cv. La 
región comprendida entre 2240 y 1880 cm-1 no se consideró para tratamiento 
numérico de los datos debido al elevado nivel de ruido como consecuencia de la 
alta absorbancia del cristal ATR. Las bandas intensas detectadas en la región de 
3500-3100 cm-1 son debidas al grupo O-H del agua [22, 23] y al estiramiento del 
enlace N-H [24]. Las bandas encontradas en la región entre 2950 y 2850 cm-1 están 
relacionadas con el contenido de materia orgánica y las bandas a 2920 y 2850 cm-1 
corresponden al estiramiento asimétrico y simétrico del grupo metileno, 
respectivamente. Las bandas más intensas en los espectros se detectaron entre 
1760 y 800 cm-1, que incluye información de las compuestos fenólicos, tales como 
la banda de estiramiento de los grupos carbonilo C=O en la región 1712-1704 cm-1 
y las bandas de estiramiento del C=C a 1612-1608 y 1519-1516 cm-1 [11]. Las 
bandas centradas en 1635 cm-1 pueden ser debidas a grupos O-H de los 
polifenoles [25]. La absorbancia a 1200-1050 cm-1 se ha asignado a compuestos 
fenólicos y la banda a 1385 cm-1 se ha atribuido al grupo COOH [22]. La banda 
centrada a 875 cm-1 presentes en los composts minerales puede usarse como un 
indicador de mineralización avanzada [23]. 
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Figura 5.4. Espectros ATR-MIR de las distintas clases de compost en la región entre 4000 y 550 cm
-1
 
 
Nota: La región entre 2240 y 1880 cm 
-1
 ha sido eliminada debido a la alta absorbancia del 
cristal ATR. Los espectros se desplazaron sobre el eje de absorbancia y se mostraron en 
grupos para evitar la superposición espectral 
 
 
3.5.A.3.2.1. Análisis exploratorio: PCA 
El PCA se empleó para visualizar las muestras de compost a partir de sus espectros 
ATR-MIR usando la región espectral entre 1760 y 550 cm-1 y un pretratamiento de 
datos basado en MC y SNV. Los 5 primeros componentes principales explican un 
varianza total del 96.97%.  
En la Figura 5.5 se representa el gráfico de puntuaciones de las dos primeras 
componentes principales del modelo (PC1con 68.16% de varianza y PC2 con un 
18.68%), permitiendo ver como las muestras se agrupan en tres grupos diferentes 
de acuerdo con su naturaleza. A lo largo del PC1, se puede observar a los 
composts Cm situados más hacia la derecha, mientras que Cv y Co se encuentran 
situados más hacia la izquierda, según la concentración de fenoles totales. El PC2 
es capaz de distinguir con bastante claridad los grupos Co y Cv, que no era posible 
mediante PC1. El grupo Cm presenta la mayor diferencia respecto al resto de los 
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composts evaluados debido a su alta estabilidad y grado de mineralización, que 
llevan asociada una baja concentración de fenoles. En comparación con el PCA 
realizado a partir de los espectros NIR, el PCA con los espectros MIR proporciona 
una mejor separación y agrupación de los diferentes tipos de compost, 
recomendándose el uso de las medidas ATR-MIR para el análisis y clasificación de 
las muestras de compost para diferencias según su origen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.5. Resultados del análisis del componente principal basado en los espectros de ATR-MIR. 
 
3.5.A.3.2.2. Modelos PLS-ATR-FTIR 
Con el fin de comparar ambas regiones MIR y NIR, se emplearon los mismos 
conjuntos de calibración y validación que se utilizaron anteriormente para el 
modelado PLS-NIR. Se consideraron diferentes regiones espectrales y estrategias 
de pretratamiento (ver Tabla 5.2), encontrándose los mejores resultados usando 
MC y SNV como pre-tratamiento y la región comprendida entre 1760 y 550 cm-1, 
que contiene las bandas más importantes concernientes a TPC. Para validar los 
modelos se utilizó un conjunto independiente de muestras de compost no 
consideradas para la calibración. Como en los espectros NIR, se comprobó en el 
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gráfico de PCA la correcta distribución de las muestras incluidas en los conjuntos 
de calibración y validación, verificando que las muestras del conjunto de 
calibración son representativas de la población total (véase Figura5.4). 
Utilizando 4 LV’s, se obtuvieron valores de RMSEC de 0.23 mg GAE g-1 DW y R2cal 
de 0.94, RMSECV de 0.28 mg GAE g-1 DW y R2CV de 0.91 y, finalmente, RMSEP de 
0.27 mg GAE g-1 DW   y R2pred  de 0.98; el RPD obtenido fue de 5.83. La gran 
similitud entre los errores de calibración y de validación cruzada es indicativo de la 
robustez del modelo, con un RPD de 5.8  que indica una buena capacidad 
predictiva, considerándose el método propuesto para la determinación de TPC en 
compost adecuado para propósitos analíticos. 
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3.5.A.4. Comparación MIR y NIR 
Para poder establecer una comparación entre los modelos PLS-NIR y PLS-MIR 
seleccionados para la determinación del contenido de TPC en composts, se 
utilizaron los mismos conjuntos de calibración y de validación para la construcción 
de los modelos. Los valores encontrados para RMSEC en el modelo PLS-MIR fueron 
mayores que los obtenidos en el modelo PLS-NIR, con valores de R2 Cal mejores 
que los encontrados en los modelos basados en los espectros MIR. En cuanto la 
capacidad predictiva, el modelo PLS-NIR proporcionó mejores resultados con RPD 
de 8.2, pero cabe decir, que ambas técnicas pueden considerarse adecuadas para 
fines analíticos. 
 
3.5.A.5. Conclusiones Capítulo 5.A 
Los métodos de calibración multivariable desarrollados utilizando tanto la 
espectroscopia NIR como MIR, ofrecen una alternativa sostenible para la 
determinación de TPC en muestras de compost ya que basan únicamente en la 
obtención de los espectros IR sin necesidad del empleo de reactivos ni disolventes. 
Sin embargo, al comparar las principales características analíticas de los dos 
métodos desarrollados, se puede concluir que el NIR proporciona una capacidad 
de predicción mejor en comparación con el MIR; basado en los valores de RPD y 
del error para el conjunto de validación (RMSEP) que fue de 0.19 y 0.27 mg GAE g-1 
DW para NIR y MIR, respectivamente. 
En cualquier caso, se pueden emplear las dos metodologías propuestas para la 
determinación de TPC, siendo las medidas NIR más rápidas y seguras debido a que 
las muestras se introducen en viales de vidrio, mientras que en el MIR es necesario 
tener en cuenta un protocolo de limpieza adecuado para evitar la contaminación 
cruzada entre muestras. 
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3.5.B. Capítulo 5.B. Determinación del contenido de carbono orgánico y 
nitrógeno total 
 
3.5.B.1. Muestras 
Para esta parte del estudio se amplió la población a un total de 121 muestras de 
residuos orgánicos, compost y mezclas de residuos y compost. Todas las muestras 
de compost empleadas se obtuvieron por fermentación aeróbica en un reactor a 
escala de laboratorio, mientras que las mezclas se prepararon añadiendo varias 
cantidades de compost maduros a desechos orgánicos y adecuada 
homogenización. Las principales clases de muestras evaluadas en este estudio son: 
i) compost de lodos de depuradora y residuos sólidos urbanos (13 muestras); ii) 
diferentes residuos orgánicos (9 muestras), y iii) mezclas entre residuos orgánicos 
y compost maduros (99 muestras).  
El total de muestras de compost se dividió en un conjunto de calibración y  otro de 
validación, con 91 y 30 muestras, respectivamente, mediante el algoritmo de 
Kennard-Stone. La concentración de CO varió entre 9.23% y 55.0% m/m para el 
conjunto de calibración y del 11.68 al 41.9% en el conjunto de validación. En el 
caso de TN, las concentraciones cubrían el intervalo de  0.54 a 4.35% m/m para la 
calibración y del  1.82  al 4.39% para la validación. 
 
3.5.B.2. Métodos de referencia 
Los contenidos de referencia de OC y TN se determinaron de acuerdo con los 
métodos propuestos por la Asociación de Normalización francés (AFNOR, del 
francés  Association française de Normalisation). 
El OC se determinó de acuerdo con norma AFNOR (X31-109) [26], dónde 0.05 g de 
muestra seca se oxida a una temperatura controlada de 135° C, en presencia de 
K2Cr2O7 y ácido sulfúrico, durante 5 min. Después de enfriar, la disolución 
resultante se ajusta con agua destilada hasta un volumen final de 200 mL y se 
homogeniza. A 25 mL de la solución antes mencionada se añaden 5 ml de ácido 
ortofosfórico y unas pocas gotas de indicador difenilamina. El exceso de K2Cr2O7 se 
valora con una disolución normalizada (1 N) de la sal de Mohr. Para cada muestra 
se realizan tres réplicas y se considera el valor promedio de las mismas.  
El TN se determinó de acuerdo con la norma AFNOR (X31-111) [26]. 1 g de 
muestra seca en polvo se mineraliza durante 2h con ácido sulfúrico en presencia 
de una mezcla de catalizadores, enfriándola  posteriormente a temperatura 
ambiente. A la disolución resultante se le añaden 50 mL de NaOH (40%) y se 
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destila, recogiendo el amoniaco destilado sobre un volumen de una disolución de 
ácido bórico (4%). Finalmente se valora el borato formado con una disolución 
normalizada de ácido sulfúrico (0.2 N) en presencia del indicador Tashiro. El 
análisis se realizó por triplicado y se consideró el valor promedio. 
Las muestras del estudio cubren un intervalo de contenido OC comprendido entre 
el 9.23%  y el 45.36% m/m, referido a la muestra de compost seca, y del 0.55 al 
4.40% m/m para TN. 
 
3.5.B.3. Resultados y discusión 
Al igual que en el estudio anterior, una vez registrados los espectros IR, se 
procedió al estudio y modelización de los mismos. 
3.5.B.3.1. Espectroscopia NIR  
3.5.B.3.1.1. Modelos PLS-NIR: Carbono Orgánico 
Considerando los valores de referencia determinados para el CO se construyeron 
distintos modelos PLS considerando diferentes pre-procesamientos de los datos y 
distintas regiones espectrales. Los mejores modelos obtenidos se incidan en la  
Tabla 5.3 y, como puede verse, se caracterizan por valores de R2cal comprendidos 
entre 0.80 y 0.85, valores de RMSEC de 3.23 a 3.82 % m/m, R2 CV de 0.69 a 0.73, 
con RMSECV de 4.43 a 4.79 % m/m, valores de R2 Pred de 0.41 a 0.61 y RMSEP 
entre 4.09 y 4.92 % m/m, con RPD desde 1.33 hasta 1.60 para la predicción de un 
conjunto de muestras independiente del utilizado para la calibración. 
Los mejores resultados se encontraron con el modelo basado en la segunda 
derivada y centrado en la media como pre-procesado, en la región entre 6200 y 
4400 cm-1 con 4LVs. En estas condiciones se obtuvo un RMSEC de 3.23% m/m con 
R2cal igual a 0.85, siendo el RMSECV 4.79 y RMSEP de 4.09% m/m, con R2cv y 
R2pred de 0.69 y 0.61, respectivamente.  
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En la Figura 5.6 se representan los valores predichos frente los valores de 
referencia del OC encontrado en las muestras de residuos orgánicos y composts 
para la predicción del conjunto de validación.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.6. Correlación PLS-NIR entre los valores predichos y los valores de referencia del 
contenido de carbono orgánico en residuos orgánicos y compost. 
 
La  Figura 5.7 corresponde con la gráfica de cargas para las dos primeras LV, que 
indican que la parte principal de la información fue proporcionada por la región de 
5600 y 5000 cm-1 para la LV1 (con una varianza explicada del 81.13%) mientras 
que la LV2 (varianza explicada del 6.14%) también resulta significativa es la misma 
región además de las variables alrededor de 4987, 4528 y 4476 cm-1.  
La regresión entre los resultados obtenidos por PLS-NIR y los datos de OC medidos 
en las muestras utilizando el método químico no fue tan buena, proporcionando 
una ecuación de y = 0.860x + 3.8. 
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Figura 5.7. Mapa de cargas de las dos primeras variables latentes seleccionadas para construir 
los mejores modelos de determinación de OC. 
 
3.5.B.3.1.2. Modelos PLS-NIR: Nitrógeno Total 
En la Tabla 5.4 se indican las principales características de los modelos PLS-NIR 
finalmente considerados para la determinación del nitrógeno total, construidos 
teniendo en cuenta el uso de diferentes pre-tratamientos y regiones espectrales.  
El mejor resultado fue para el modelo de segunda derivada y centrado en la 
media de los datos en la región espectral de 7400 a 5002 cm-1, usando 5 LVs. 
Los valores de R2cal y R2pred fueron 0.89 y 0.82, con un RMSEC de 0.25% 
m/m y un RMSEP de 0.34% m/m. 
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En la Figura 5.8 se representan los valores predichos frente los valores de 
referencia del nitrógeno total encontrado en calibración mediante validación 
cruzada y en la validación de las muestras de composts, obteniéndose para esta 
última una recta de ecuación y = 0.898x + 0.25.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.8. a) Correlación PLS-NIR entre los valores predichos y los valores de referencia 
del contenido de nitrógeno total en desechos orgánicos y compost. 
 
En cuanto el gráfico de cargas (véase Figura 5.9) LV1 explica el 86.27 de la varianza 
total y está ligada a las regiones de 7400 a 6900 cm-1 y de 5600 a 5100 cm-1. Sin 
embargo, como se puede ver en esta figura, la información sobre TN en espectros 
DR-NIR no está asociada a ninguna banda característica en especial. 
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Figura 5.9. Mapa de cargas de las dos primeras variables latentes seleccionadas para 
construir los mejores modelos de determinación de NT 
 
3.5.B.3.2. Espectroscopia MIR  
3.5.B.3.2.1. Modelos PLS-MIR: Carbono orgánico 
Los mejores modelos ensayados para la determinación del contenido de OC en 
muestras de composts, basados en el uso de diferentes métodos de pre-
procesamiento en distintas regiones del espectro ATR-MIR (ver Tabla 5.5), se 
caracterizan por valores de R2cv de 0.62 a 0.71 y RMSECV de 4.26% a 5.50% m/m 
para la validación cruzada y R2pred de 0.40 a 0.76 y RMSEP entre 2.20% y 4.55% 
m/m, con valores de RPD desde 0.97 hasta 2.00, para el conjunto independiente 
de muestras utilizado para el método de validación. La mejor opción de 
modelización fue mediante el uso de OSC y centrado en la media en las regiones 
de 3014-2300 y 1776-550 cm-1, con un valor de RPD de 2.0, que se considera 
adecuado para la cuantificación de OC en muestras desconocidas.  
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La Figura 5.10 representa los valores predichos frente los valores de referencia del 
carbono orgánico encontrado en las muestras de composts, mientras que en la 
Figura 5.11 se ilustra la gráfica de cargas para las dos primeras LV’s, que explican, 
respectivamente, el 42.66% y el 46.07% de la varianza total, con un mayor peso en 
los rangos de 3014-2300 cm-1 y especialmente en bandas de 1406 y 871.8 cm-1 
para LV1 y de 1034 cm-1 para LV2. Usando 2 variables latentes el RMSEC obtenido 
fue de 1.24% m/m con un valor de R2 Cal de 0.98, siendo el RMSECV igual a 4.26% 
m/m y RMSEP de 2.20 m/m con R2 CV y R2 Pred de 0.67 y 0.76.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.10. Correlación PLS-MIR entre los valores predichos y los valores de referencia del 
contenido de carbono orgánico en desechos orgánicos y compost. 
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Tabla 5.11. Mapa de cargas de las dos primeras variables latentes seleccionadas para 
construir los mejores modelos de determinación de OC 
 
3.5.B.3.2.2. Modelos PLS-MIR: Nitrógeno Total 
Diferentes modelos de PLS, basados en los espectros ATR-MIR, se construyeron 
para la determinación de TN siguiendo el mismo procedimiento descrito en los 
casos anteriores según puede verse en los resultados incluidos en la Tabla 5.6, el 
modelo que proporcionó la mejor calibración y capacidad predictiva en la 
validación fue mediante el uso del pre-procesado SNV y centrado en la media, de 
las regiones de 2966-2625 y 1593-565 cm-1 y utilizando 5 LV’s.  
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La Figura 5.12 presenta la regresión entre los resultados obtenidos para la 
determinación de TN por PLS-MIR y los valores medidos utilizando el método de 
referencia en muestras de compost y de residuos orgánicos. Además, en la Figura 
5.13 se puede ver el gráfico de cargas para las dos primeras LV, que explican, 
respectivamente, el 78.85% y el 6.54% de la varianza total, que presentan un 
mayor peso y significancia en la región  de 1400 a 500 cm-1. Usando 5 variables 
latentes el RMSEC fue de 0.38% m/m con R2cal de 0.78, siendo el RMSECV igual a 
0.42% m/m y RMSEP de 0.20 m/m con R2cv y R2pred de 0.74 y 0.82, 
respectivamente. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.12. Correlación PLS-MIR entre los valores predichos y los valores de referencia del 
contenido de nitrógeno total en desechos orgánicos y compost. 
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Tabla 5.13. Mapa de cargas de las dos primeras variables latentes seleccionadas para 
construir los mejores modelos de determinación de NT 
 
 
3.5.B.4. Comparación MIR y NIR 
Los modelos PLS construidos a partir de los espectros NIR y MIR para la 
determinación del contenido de OC y NT en residuos orgánicos y composts, se 
construyeron con los mismos conjuntos de calibración y validación, con el fin de 
poder establecer una comparación entre los modelos PLS. Los valores encontrados 
para el modelo PLS-MIR son mejores que los obtenidos en el modelo PLS-NIR, ya 
que presentan menores errores de predicción tanto para la determinación de 
carbono orgánico como para la determinación de nitrógeno total en muestras de 
residuos orgánicos y composts. En el caso de los modelos PLS-NIR, los valores RPD 
obtenidos fueron de 1.6 y 2, para OC y NT, respectivamente, mientras que para los 
modelos PLS-MIR dichos valores fueron de 2 y 2.39, si bien es cierto reconocer que 
en ningún caso puedan considerarse plenamente satisfactorio. 
 
3.5.B.5. Conclusiones Capítulo 5.B 
El presente estudio demuestra la utilidad de la espectroscopia infrarroja, MIR y 
NIR, para la predicción de los contenidos de carbono orgánico y nitrógeno total en 
muestras de compost y residuos orgánicos. De los resultados obtenidos se puede 
concluir que los métodos basados en PLS-MIR proporcionan una mejor capacidad 
predictiva que el PLS-NIR. No obstante, en su conjunto, podríamos considerar que 
ambos resultan ser métodos alternativos verdes y sostenibles para la 
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determinación de OC y TN en composts por lo menos con fines de cribado. Cabe 
destacar que el procedimiento NIR está libre del uso de reactivos o disolventes, no 
generándose residuos, mientras que el procedimiento MIR requiere pequeñas 
cantidades de disolventes de limpieza, pero produciéndose volúmenes reducidos 
de residuos. 
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3.6. CAPÍTULO 6: 
Determinación de benceno, tolueno, etilbenceno y xilenos 
en suelos mediante espectroscopia infrarroja en la región 
media en fase de vapor 
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3.6. Capítulo 6. Determinación de benceno, tolueno, etilbenceno y xilenos en 
suelos mediante espectroscopia infrarroja en la región media en fase de vapor 
 
3.6.1. Introducción 
Las sustancias químicas peligrosas presentes en los suelos contaminados pueden 
suponer un riesgo para la salud humana y el medio ambiente. La Directiva 
2008/98/CEE del Parlamento Europeo y del Consejo, del 19 de Noviembre del 
2008 [1], establece el marco jurídico para la generación y gestión de residuos, 
incluyendo las medidas adecuadas para prevenir o reducir los efectos adversos. 
Los suelos contaminados en España están regulados por el Real Decreto del 14 de 
Enero del 2005 (RD 9/2005) [2] y la Ley 22/2011, del 28 de Julio, de Desechos y 
suelos contaminados [3] que establecen la lista de actividades potencialmente 
contaminantes del suelo y los criterios y valores para la declaración de suelos 
contaminados, incluyendo una lista de contaminantes y niveles de referencia  
genéricos para la protección de la salud humana [2]. Según la información 
recogida en esta lista,  los niveles de benceno, tolueno, etilbenceno y xilenos 
(BTEX) son unos parámetros a tener en cuenta para ser evaluados en la 
contaminación del suelo [4 - 8]. 
El BTEX es una mezcla de compuestos orgánicos volátiles aromáticos ampliamente 
distribuidos en el medio ambiente debido a fuentes naturales como plantas, algas 
y plancton, y fuentes antropogénicas, como derrames y fugas de productos 
petrolíferos. Los compuestos BTEX tienen puntos de ebullición entre 80 y 150 oC y 
presiones de vapor entre 0.8 y 10 KPa a 20 oC. Debido a su alta volatilidad y su 
solubilidad en el agua, estos compuestos son fuentes potenciales de 
contaminación de suelos y aguas subterráneas. La exposición a BTEX puede ocurrir 
por ingestión, inhalación o absorción a través de la piel, ya que la ingesta de BTEX 
puede ocurrir a través del consumo de agua contaminada o la ingestión de 
productos agrícolas. Algunos de los compuestos BTEX pueden ser tóxicos, 
mutagénicos o carcinógenos [9, 10] 
Los métodos analíticos para la determinación de residuos BTEX en muestras 
ambientales se basan generalmente en la cromatografía de gases acoplada a la 
espectrometría de masas (GC-MS) [4-6], [11], cromatografía de gases con detector 
de foto-ionización (GC-PID) [12,13], cromatografía de gases con detector de 
ionización de llama (GC-FID) [7,8] [14-17], cromatografía de gases con 
espectroscopia de infrarrojos (GC-IR) [18] y cromatografía líquida [19]. PID permite 
la discriminación de compuestos BTEX excepto para meta- y para-xileno que 
deben ser identificados y cuantificados juntos debido a su co-elución. Un detector  
FID es un detector no selectivo y tiene interferencias potenciales, presentes en las 
Mari Merce Cascant. Tesis Doctoral 
 
232  
 
muestras. Además, en los últimos años la sensibilidad de los métodos de GC para 
la determinación de BTEX se ha incrementado mediante la incorporación de un 
paso de micro extracción anterior [7, 8, 11, 13, 14]. 
En cuanto al uso de técnicas vibracionales para la determinación de BTEX en 
muestras ambientales, sólo unos pocos trabajos están disponibles en la literatura 
[20-24] y corresponden al uso de medidas de reflexión total atenuada (ATR) en la 
región de IR medio (MIR) en suelos [20], en mezclas aceite-agua [21] y muestras 
de agua [22, 23], o el uso de medidas de transmisión en el infrarrojo cercano (NIR) 
para el análisis de muestras de agua [24]. 
Los métodos utilizados para la determinación de BTEX implican, frecuentemente, 
tratamientos previos de separación como la extracción con disolvente, el 
calentamiento térmico o la purga de la muestra con un gas inerte. La purga y 
atrapamiento (P&T) con extracción con metanol es la técnica más frecuentemente 
aplicada para la extracción y pre-concentración de BTEX a partir de muestras de 
suelo y agua [5]. Los métodos para la determinación de BTEX en el suelo se han 
basado en la técnica de espacio de cabeza combinado con la micro-extracción en 
fase sólida (SPME) [7, 8]. Sin embargo, puede ocurrir la contaminación por arrastre 
del sistema de purga y trampa cuando se analizan muestras de alta y baja 
concentración en una misma secuencia [5], siendo el espacio de cabeza una mejor 
técnica alternativa. 
Los métodos de espectroscopia vibracional han sido considerados como 
alternativas analíticas verdes a la cromatografía, ya que son rápidos y no 
destructivos y las muestras pueden analizarse sin o con una preparación mínima 
de las mismas [25]. La espectroscopia NIR y MIR se ha aplicado para la 
determinación de compuestos aromáticos en la refinería y productos 
petroquímicos, como la gasolina y diesel [26-28], siendo el IR una excelente 
herramienta para la determinación cuantitativa de compuestos volátiles o semi 
volátiles basados en la generación de la fase vapor del analito [29]. Esta técnicas 
de fase vapor en el infrarrojo tambien se ha aplicado para determinación de 
sustancias volátiles en diferentes matrices de muestra [30-33]. Una limitación del 
empleo de la fase vapor en el infrarrojo, especialmente en la región MIR, es la 
presencia de CO2 y H2O en las muestras, que pueden proporcionar interferencias 
espectrales y afectar a las determinaciones analíticas que se están realizando, 
pero es posible utilizar diferentes funciones de corrección de agua y CO2 
desarrolladas por los fabricantes de instrumentación e incluidas en sus paquetes 
de software [34-36]. Con el fin de evitar o reducir este problema de la presencia 
de CO2 y H2O también se propuso el uso de adsorbentes sólidos para retener el 
agua [20]. 
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Por tanto, el objetivo de este trabajo es el desarrollo de una metodología simple 
que combine el uso del muestreo en espacio en cabeza para la generación de fases 
vapor con la detección IR para una determinación rápida y directa de BTEX en 
muestras de suelo, evitando el uso de disolventes extractantes y de reactivos, y sin 
la necesidad de una separación cromatográfica. Para ello se considerará el 
tratamiento quimiométrico de los espectros IR en fase vapor para la 
determinación del benceno, tolueno, etilbenceno, orto-, meta- y para-xileno, 
eliminando las interferencias espectrales del agua y del CO2, utilizando una 
metodología de corrección de los espectros desarrollada en nuestro laboratorio 
[37, 38]. 
 
3.6.2. Parte experimental 
3.6.2.1. Instrumentación 
Los espectros en el infrarrojo medio fueron obtenidos con un espectrofotómetro 
modelo Tensor 27 FT-MIR de Bruker (Bremen, Alemania) equipado con un 
detector  de sulfato de trigliceno dopado con L-alanina deuterado (DLaTGS). El 
software Opus 6.5 de Bruker se utilizó tanto para el control instrumental, como 
para la adquisición de datos.  
Las muestras de suelo fueron medidas en modo transmisión, utilizando una mini 
celda de gases de New Era Enterprises, Inc (Vineland, NJ, USA) con ventanas de 
ZnSe (25 mm diam x 2 mm grosor) y un volumen interno de 30mL, con un paso 
óptico de 10 cm. Esta celda dispone de dos válvulas de politetrafluoroetileno 
(PTFE) para controlar la entrada y la salida de la muestra a la misma celda. Para 
calentar a una temperatura controlada las muestras situadas en viales de vidrio de 
10 mL se utilizó como sistema calentador de bloque metálico seco de JP Selecta 
(Barcelona, España) y un tubo de acero inoxidable, de un diámetro interno de 0.5 
mm y térmicamente controlado, fue utilizado como línea de transferencia entre el 
vial y la celda de gases. Además, para transferir la muestra en fase vapor desde el 
vial a la celda se utilizó una  mini bomba de vacío de KnF Laboport (Trenton, NJ, 
USA). Un esquema del montaje  experimental empleado en este estudio se puede 
ver en la Figura 6.1. 
Para la determinación de BTEX en las muestras de suelo por el método de 
referencia, se empleó un cromatógrafo de gases (GC) Modelo 7890A de Agilent 
(California, EE.UU.) equipado con un automuestreador de espacio de cabeza 
7697A (HS), equipado con un detector de espectrometría de masas (MS). 
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Figura 6.1. Montaje experimental para la determinación de muestras gaseosas mediante FT-MIR 
 
3.6.2.2. Patrones y reactivos 
Se emplearon patrones de benceno y tolueno de Scharlau (Barcelona, España) y, 
etilbenceno y orto, meta y para-xileno de Fluka (Buchs, Suiza) para preparar los 
estándares y muestras adicionadas utilizadas en este estudio. Para ello, se 
prepararon mezclas de BTEX utilizando microjeringas de diferentes volúmenes, y 
para la preparación de las muestras de suelo adicionadas se usó una microjeringa 
Hamilton 7001 (cero volumen muerto). 
 
3.6.2.3. Generación de la fase vapor  
Se pesaron 200 mg de muestra de suelo dentro de los viales de espacio de cabeza 
de 10 mL, que se cerraron herméticamente y se colocaron en el calentador de 
bloque metálico seco, a una temperatura constante durante un tiempo fijo. Los 
viales de muestra se conectaron a la celda de gases IR usando un tubo de acero 
inoxidable. Estas líneas de transferencia y la celda de gases se calentaron 
mediante una cinta térmica controlada por un termopar, para evitar 
condensaciones de vapor. Las válvulas de Teflón de la celda de gas IR de entrada y 
salida se conectaron al tubo que proviene del vial y a una mini bomba de vacío, 
respectivamente. Mientras se calienta el vial de muestra, manteniendo la llave de 
entrada a la celda cerrada, se hace el vacío dentro de la celda de gases a través de 
la válvula de salida y después de alcanzar un vacío constante, se cierra esta válvula 
y se apaga la mini bomba. Una vez que los compuestos se evaporan, la fase vapor 
se transfiere a la celda de gases por succión, abriendo la válvula de entrada y 
rompiendo el vacío. En este momento, se registran los espectros IR de la fase 
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gaseosa usando un background de la celda vacía registrada en las mismas 
condiciones instrumentales que las empleadas para los patrones y muestras. 
Todos los espectros se adquirieron en la región comprendida entre 4000 y 500 cm-
1, acumulando 50 barridos por espectro, a una resolución óptica de 4 cm-1.  
Para la calibración se introdujeron 200 mg de una matriz de suelo con distintos 
volúmenes de una mezcla estándar de BTEX y se midieron de la misma manera 
que las muestras. Los suelos utilizados para preparar las muestras adicionadas se 
midieron previamente para comprobar que no contenían BTEX. 
 
3.6.2.4. Método de referencia: cromatografía de gases 
Para el análisis de muestras de suelo contaminado por BTEX, 200 mg de suelo, 
recogido cerca de derrames de combustible, se introdujeron dentro de un vial HS 
de 10 ml y se añadió tolueno-d8 como patrón interno (IS). El vial se cerró 
herméticamente y se calentó a 200 oC durante 10 min en el horno del 
muestreador del HS. 1 ml de la fase de vapor generada se inyectó en el sistema GC 
en modo split (1:8) con una temperatura del inyector de 250 oC. Se utilizó una 
columna capilar Zebron ZB-5MS de Phenomenex (Torrance, CA, EEUU) (30 m x 
0.32 mm id y espesor de película de 0.25 μm) empleando He como gas portador a 
un flujo constante de 1.3 ml min-1. El programa de temperatura utilizado para el 
horno fue el siguiente: temperatura inicial 40 oC, que se mantuvo durante 8 min, 
luego se incrementó a una velocidad de calentamiento de 20 oC min-1 hasta 
alcanzar 200 oC y finalmente se mantuvo durante 2 min. Se empleó un detector de 
espectrometría de masas de simple cuadrupolo, que funcionaba en modo de 
impacto de electrones (EI) a 70 eV. Se seleccionó un rango de barrido de relación 
de masas de 40 a 400 m/z, para una adquisición en modo full scan. Las 
temperaturas de la fuente de iones y de la línea de transferencia fueron de 250 y 
210 oC, respectivamente. Para el control de instrumentos y la adquisición de 
datos, se utilizó el software MSD de Agilent (California, EE.UU.) 
Se prepararon curvas para calibración externa con suelos no contaminados con 
BTEX. Para ello se utilizaron mezclas estándar BTEX a diferentes niveles de 
concentración preparadas en n-hexadecano, usando tolueno-d8 como IS. 
 
3.6.3. Resultados y discusión 
6.3.1. Evaluación de las condiciones experimentales e instrumentales 
En la etapa de generación de vapor de la muestra, se estudió la temperatura y el 
tiempo de calentamiento del vial para asegurar la eficacia y reproducibilidad de la 
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vaporización del analito. Debido a la diferente volatilidad de los compuestos 
considerados en este estudio, para evaluar las condiciones experimentales se 
seleccionaron el benceno y el p-xileno como moléculas testigo, ya que tienen 
temperaturas de ebullición de 80.1 y 138 oC, respectivamente. Como respuesta 
analítica se usaron las áreas de pico del espectro IR, comprendidas entre 679 y 667 
cm-1 para el benceno y de 800 a 789 cm-1 para el p-xileno, en ambos casos 
corregidas con una línea de base establecida entre estos mismos valores. Estos 
intervalos de número de onda fueron seleccionados  en lugar de considerar todas 
las bandas del espectro, con el fin de mejorar la relación lineal entre las señales y 
las concentraciones de ambos compuestos considerados. Se realizaron tres 
repeticiones para cada medida y se promediaron los valores del área del pico. 
Para estudiar el efecto de la temperatura en la etapa de volatilización, se 
añadieron por separado 1 μl de benceno y de p-xileno puros a 200 mg de suelo 
dentro de los viales de vidrio HS y se calentaron a diferentes temperaturas 
durante un tiempo fijo de 6 minutos. La Figura 6.2a muestra el efecto del aumento 
de las temperaturas sobre los valores del área del pico del benceno y p-xileno. 
Como se puede ver, el aumento de la temperatura desde 50 hasta 80° C 
proporcionó un incremento en los valores del área del pico del benceno que 
permanecen prácticamente constantes para temperaturas más altas de 80 oC. El p-
xileno presenta un comportamiento similar y, es por ello, que se seleccionó 80 oC 
para el calentamiento de la muestra con el fin de obtener la mejor relación 
señal/ruido.  
Para la evaluación del tiempo de calentamiento, los suelos con 1 μl de benceno y 
p-xileno se calentaron a 80 oC durante diferentes tiempos. La Figura 6.2b pueden 
verse los valores medios de área de pico para los dos compuestos testigo, 
observándose que no se existen diferencias significativas al aumentar el tiempo de 
calentamiento, siendo escogidos 6 minutos para obtener medidas precisas y una 
volatilización completa de BTEX en presencia de suelo.  
La línea de transferencia y la celda de gases también se calentaron para evitar la 
condensación del vapor de agua y la retención de los analitos debidos a los 
cambios de temperatura entre el vial de HS. Se estudió el efecto de la temperatura 
de calentamiento  entre 50 y 80 oC y los resultados obtenidos indican que no es un 
parámetro relevante si la temperatura de trabajo es igual o mayor que el mínimo 
requerido para evitar la condensación de agua. En estas condiciones se seleccionó 
60 oC para obtener una buena repetitividad de las medidas. Una vez estudiados los 
diferentes parámetros experimentales, para la determinación de BTEX en 
muestras de suelo se utilizaron unas condiciones consistentes en  calentar las 
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muestras de suelo a una temperatura constante de 80 oC, durante 6 minutos, con 
una temperatura de la línea de transferencia y la celda de gases de 60 oC. 
 
 
Figura 6.2. Efecto de la temperatura (a) y del tiempo de calentamiento (b) para la 
generación de fase vapor HS del benceno y para-xileno. Los valores medios del área 
del pico corresponden a tres repeticiones medidas entre 679 y 667 cm
-1
 para el 
benceno (□) y entre 800 y 789 cm
-1
 para el p-xileno (◊) 
 
 
3.6.3.2. Espectro IR del benceno, tolueno, etilbenceno y xilenos en fase vapor 
La Figura 6.3 muestra los espectros IR en fase vapor del benceno, tolueno, 
etilbenceno, xilenos y una mezcla de BTEX obtenidos en las condiciones 
experimentales anteriormente seleccionadas. Como puede apreciarse, los 
compuestos estudiados presentan bandas entre 3100 y 2800 cm-1 características 
de las vibraciones de estiramiento de los enlaces =CH, -CH2- y -CH3. Alrededor de 
1450 cm-1, los compuestos alifáticos presentan bandas de absorción debido a la 
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deformación antisimétrica de los grupos -CH3 y la deformación simétrica de los 
grupos -CH2-. Adicionalmente en el intervalo de 1450 a 1600 cm
-1 se pueden 
observar diferentes bandas debidas a las vibraciones de estiramiento de los 
enlaces carbono-carbono del anillo aromático. También se observan absorciones 
débiles en la región de 1660 a 2000 cm-1 debido a armónicos de los enlaces 
aromáticos. En la región de la huella dactilar, de 850 a 600 cm-1, todos los 
compuestos mostraron bandas características de absorción con una superposición 
clara que dificulta la determinación directa de cada compuesto utilizando modelos 
convencionales de regresión monoparamétrica. Como alternativa a los métodos 
clásicos de calibración, el uso de la calibración multivariable permite cuantificar los 
analitos en presencia de interferencias con espectros similares, cuando se 
introduce información espectral del mismo tipo de muestras en la calibración del 
modelo. 
 
Figura 6.3. Espectros IR en fase vapor de BTEX y patrones puros, a) Espectro completo y b) 
región detallada de la huella dactilar. 
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Uno de los principales problemas para determinar el BTEX por espectrometría IR 
en fase de vapor es la contribución espectral de dos gases atmosféricos 
producidos durante el calentamiento del suelo: CO2 y, especialmente, agua, ya 
que pueden dificultar la identificación exacta y la cuantificación correcta de los 
analitos. Con el fin de evitar esta contribución, a las señales obtenidas se aplicó un 
algoritmo de corrección desarrollado en nuestro grupo [37]. El algoritmo se basa 
en una primera estimación de la contribución de los gases atmosféricos seguido de 
la substracción simple y secuencial de los espectros del CO2 y del vapor de H2O, 
previamente medidos en las mismas condiciones instrumentales [38]. 
La Figura 6.4 muestra los espectros de una muestra de BTEX antes y después de la 
corrección del vapor de H2O y CO2 y, como se puede ver, la compensación de agua 
fue realizada en las regiones alrededor de 3500 cm-1 y 1900-1400 cm-1, mientras 
que la contribución del CO2 fue eliminada correctamente en las regiones alrededor 
de 660 cm-1 y de 2350 cm-1. Por lo tanto, puede comprobarse en los espectros 
resultantes que la corrección realizada evita, en gran medida, las interferencias 
asociadas a las contribuciones de los principales gases atmosféricos presentes y 
que absorben en el IR medio, siendo especialmente valiosa cuando se alcanzan 
señales bajas de analitos. 
 
Figura 6.4. Espectros infrarrojos de una mezcla BTEX obtenida de una muestra de suelo a) 
antes (línea continua) y después (línea punteada) de la corrección de vapor del H2O y del 
CO2. b) Detalle de los espectros en la región de huella dactilar 
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3.6.3.3. Modelos PLS 
Para este estudio se utilizaron suelos naturales obtenidos de zonas de 
estacionamiento público y suelos de jardín. Las muestras se analizaron 
previamente para asegurarse que estaban libres de BTEX. Para obtener un 
calibrado adecuado, las muestras de suelo fueron adicionadas con cantidades 
conocidas de BTEX a diferentes proporciones y niveles de concentración y se 
utilizaron para construir los modelos multivariantes para cada compuesto 
estudiado. Los modelos fueron construidos utilizando 27 muestras para la 
calibración y validados mediante un conjunto independiente de validación 
formado por 12 muestras. Las principales características de los conjuntos de datos 
de calibración y validación se resumen en la Tabla 6.1.  
 
Tabla 6.1. Intervalos de concentración en mg Kg
-1
 de benceno, tolueno, etilbenceno y 
xilenos en los conjuntos de datos de calibración y de validación 
 
Analito 
 
Conjunto 
 
Muestras 
 
Intervalo de concentración 
 
Promedio ± sd 
Benceno 
 
Calibración 
 
27 
 
0-3600 
 
1290 ±1060 
Tolueno 
 
0-3300 
 
1220 ± 990 
Etil benceno 
 
0-2410 
 
700±680 
orto-Xileno 
 
0-740 
 
400±210 
meta-Xileno 
 
0-720 
 
340±210 
para-Xileno 
 
0-720 
 
390±200 
Benceno 
 
Validación 
 
12 
 
60-2660 
 
940±990 
Tolueno 
 
50-3300 
 
1710±1140 
Etil benceno 
 
160-2360 
 
780±670 
orto-Xileno 
 
70-720 
 
320±200 
meta-Xileno 
 
70-580 
 
310±140 
para-Xileno 
 
130-580 
 
280±140 
 Sd: desviación estándar 
Se utilizaron distintos pre-procesamientos de los datos y distintas regiones 
espectrales con el fin de obtener los mejores modelos de predicción. Para ello se 
utilizó la validación cruzada, encontrándose los mejores resultados mediante el 
centrado en la media y el uso de la primera derivada, con un suavizado de 15 
puntos, y, seleccionando toda la región del espectro (4000-500 cm-1). En la Tabla 
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6.2 se resumen las principales figuras de mérito de los mejores modelos PLS 
obtenidos  para la determinación de benceno, tolueno, etilbenceno, orto-, meta- y 
para-xileno. 
 
Tabla 6.2. Parámetros de calibración y predicción de los modelos PLS empleados para la 
determinación de benceno, tolueno, etilbenceno, orto-, meta- y para-xileno en muestras 
de suelo considerando toda la región del espectro infrarrojo (4000 -500 cm
-1
) 
    
Conjunto de Calibración 
 
Conjunto de Validación 
Analito 
 
LV 
 
RMSEC RMSECV 
 
RMSEP 
RRMSEP 
(%) 
R2 
Pred 
Benceno 
 
4 
 
72 96 
 
87 9.3 99.2 
Tolueno 
 
3 
 
75 91 
 
104 6.1 99.1 
Etil 
benceno  
3 
 
93 114 
 
76 9.8 99.5 
o-Xileno 
 
5 
 
28 48 
 
41 12.9 96.1 
m- Xileno 
 
5 
 
18 29 
 
21 6.9 98.4 
p- Xileno 
 
5 
 
27 44 
 
17 6.0 98.9 
 
LV’s: número de variables latentes 
RMSEC: Error cuadrático medio de calibración;
 
RMSECV:
 
Error cuadrático medio de validación 
cruzada; RMSEP: Error cuadrático medio de predicción; RRMSEP: Error relativo cuadrático medio 
de predicción; R
2 
Cal:
 
coeficiente de determinación de calibración; R
2 
CV:
 
coeficiente de 
determinación de validación cruzada; R
2 
Pred:
 
coeficiente de determinación de predicción; RPD: 
desviación predictiva residual.  
 
Los mejores resultados obtenidos para la determinación del benceno se lograron 
utilizando 4 LV’s (explicando el 98.7% de la varianza total), para el tolueno y el 
etilbenceno se requirieron 3 LV’s (que explicaron  un 97.7% y un 98.1% de la 
varianza total, respectivamente), mientras que para orto-, meta- y para-xileno, en 
todos los casos los mejores resultados se obtuvieron utilizando 5 LV’s (que 
explicaron un 99.1%, 99.1 y 99.0% de la varianza total, respectivamente). Por otro 
lado, los modelos quimiométricos seleccionados predicen el contenido de 
benceno, tolueno, etilbenceno, orto-, meta- y para-xileno con coeficientes de 
determinación para la predicción de 0.992, 0.991, 0.995, 0.961, 0.984 y 0.989, 
respectivamente, obteniéndose valores de RRMSEP comprendidos entre el 6 y el 
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13%, proporcionando así un método preciso para la determinación BTEX en 
muestras de suelo contaminado. 
3.6.3.4. Análisis de muestras de suelo contaminado 
Para evaluar la capacidad predictiva del método HS-FTIR propuesto para la 
determinación de BTEX en muestras reales se recogió un suelo cerca de un 
derrame de combustible y se analizó mediante el procedimiento propuesto. 
Comparando los espectros de la muestra y de los patrones (ver Figura 6.5), existen 
algunas diferencias significativas, especialmente en la región entre 900 y 1400 cm-
1, probablemente debido a la presencia de otros hidrocarburos distintos de los del 
BTEX. En estas condiciones, y utilizando el modelo PLS para toda la región IR (4000 
a 500 cm-1), los resultados obtenidos presentaron valores anómalos, 
especialmente para el tolueno. Con el fin de evaluar la similitud entre los 
espectros de la muestra de suelo contaminado y las muestras de calibración 
incluidas en la construcción del modelo PLS, se realizó un PCA después de 
considerar la primera derivada y centrado en la media de los datos y usando la 
región espectral completa de 4000 a 500 cm-1.  
 
Figura 6.5. Espectro en fase vapor obtenido a partir de un suelo contaminado comparado con el 
correspondiente a una mezcla patrón BTEX. 
 
En la Figura 6.6 se ilustra el gráfico de scores donde se representa PC2 frente al 
PC1, y en el que se puede observar que las réplicas de la muestra de suelo 
contaminado aparecen claramente separadas del grupo compuesto por los 
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patrones BTEX. Esto indica que el uso de este modelo PLS no sería recomendable 
para el análisis de esta muestra. 
Para mejorar la capacidad de predicción del método HS-FTIR, se generaron 
modelos PLS adicionales considerando diferentes regiones espectrales: i) 913 a 
567 cm-1 (una parte de la región de la huella dactilar de los compuestos BTEX), ii) 
3258 a 2567 cm-1, iii) 3258 a 3001 cm-1 (excluyendo así, en este caso, la región 
característica de las vibraciones de estiramiento -CH2- y -CH3 inferiores a 3000 cm
-
1, junto con varias combinaciones de las regiones seleccionadas y distintos  pre-
tratamientos de los datos. 
Para seleccionar el modelo más adecuado, se analizaron replicas de una muestra 
de suelo contaminado mediante HS-FTIR utilizando los modelos PLS propuestos y 
los resultados se compararon con los obtenidos mediante un método de 
referencia HS-GC-MS. La Tabla 6.3 resume las principales figuras de mérito de los 
modelos PLS seleccionados de acuerdo con los mejores resultados obtenidos para 
cada analito a través de la validación cruzada y del análisis de un conjunto de 
muestras de validación. Como puede verse, para el benceno, tolueno, etilbenceno, 
orto-xileno y para-xileno, se puede recomendar el uso de las regiones 
comprendidas entre 3258 y 3001 y de 913 a 567 cm-1, con un pre-tratamiento 
consistente en el centrado en la media y la primera derivada, mientras que para la 
determinación del meta-xileno es más adecuada la región de 913 a 567 cm-1 y el 
uso del centrado en la media y  de la segunda derivada.  
En todos los modelos PLS construidos se obtuvieron coeficientes de determinación 
elevados, encontrándose los valores dentro del intervalo comprendido entre 0.961 
y 0.995, que pertenecen al orto-xileno y meta-xileno, respectivamente. Los errores 
relativos de predicción encontrados para el tolueno, meta- y para-xileno no 
superaron el 6%, mientras que el orto-xileno y etilbenceno superaron el 13%. Por 
lo tanto, los resultados obtenidos indican que el procedimiento desarrollado 
proporciona una herramienta adecuada para la determinación simultánea de 
compuestos BTEX en suelos contaminados de forma rápida y sin ningún pre-
tratamiento químico de la muestra. 
 
 
 
 
 
 
Mari Merce Cascant. Tesis Doctoral 
 
244  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Resultados experimentales y ámbito de aplicación. Muestras ambientales 
 
245 
 
En las condiciones anteriormente mencionadas, los gráficos PCA (véanse las 
figuras 6.6b y 6.6c) ponen de manifiesto que las réplicas de la muestra y de los 
patrones de BTEX aparecen distribuidas en un mismo grupo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.6. PCA con las réplicas de la muestra 
de suelo contaminado y los espectros de los 
patrones obtenidos para a) la primera 
derivada y centrado en la media, 
seleccionando la región de 4000 a 500 cm
-1
; 
B) primera derivada y centrado en la media 
en las regiones de 3258 a 3001 cm
-1
 y 913 a 
567 cm
-1
 y, c) segunda derivada y centrado 
en la media seleccionando la región de 913 a 
567 cm
-1
. 
 
 
Los resultados obtenidos para el análisis de una muestra de suelo contaminado 
usando los modelos PLS seleccionados y el método HS-GC-MS de referencia se 
muestran en la Tabla 6.4. 
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Tabla 6.4. Concentración de benceno, tolueno, etilbenceno y xilenos en una muestra de suelo 
contaminado obtenida por CG-MS y por el procedimiento IR propuesto. 
 
  
Promedio ± sd 
Analito 
 
HS-GC-MS 
 
HS-FT-IR 
Tolueno 
 
650 ± 30 
 
470 ± 20 
Etil benceno 
 
520 ± 20 
 
780 ± 60 
Orto-xileno 
 
440 ± 10 
 
470 ± 30 
meta- más para-Xileno 
 
1010 ± 40 
 
1100 ± 20 
sd: desviación estándar 
 
Como puede verse, para la muestra de suelo analizada, el benceno no fue 
detectado por HS- FTIR y se consideró la suma de isómeros de meta- y para-xileno 
para comparar los resultados del método propuesto con los datos proporcionados 
por el método HS-GC-MS de referencia empleado. Con el fin de comprobar el 
rendimiento de los modelos de predicción seleccionados, se aplicó la prueba t de 
Stundent para comparar los resultados HS-FT-IR y HS-GC-MS, obteniéndose que 
ambos métodos son estadísticamente comparables para un nivel de confianza del 
99%. 
 
3.6.4. Conclusiones Capítulo 6 
La espectroscopia infrarroja con generación de fase vapor, combinada con 
técnicas de calibración multivariante, proporciona una herramienta adecuada para 
la determinación simultánea de compuestos BTEX en suelos contaminados de 
forma rápida y sin ningún pre-tratamiento químico de la muestra. 
El uso del espacio de cabeza, para la generación del vapor del analito, reduce los 
errores experimentales asociados con este paso y disminuye el tiempo de análisis 
a 7 minutos, incluyendo el tiempo de calentamiento y de medición para cada 
muestra. Además, el tiempo de análisis puede reducirse cuando varias muestras se 
calientan juntas. Por lo tanto, se ha demostrado que el HS-FTIR ofrece una técnica 
verde, ya que no requiere el empleo ni de reactivos ni de disolventes, adecuada 
para la determinación precisa de BTEX mediante calibración PLS, con coeficientes 
de variación entre 0,9-11.2, 0.4-4.7, 1.2-7.2, 0.9-9.3, 2.0- 7.0 y 0.4-8.0% para el 
benceno, tolueno, etilbenceno, orto-, meta- y para-xileno, respectivamente. Para 
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una muestra real de suelo contaminado, tomada de zona próxima a un área de 
derrame de combustible, los modelos PLS en la región 3258-3001 y 913-567 cm-1 y 
pre-tratamiento de primera derivada y centrado en la media fueron la mejor 
opción para determinar benceno, tolueno, etilbenceno, orto- y para-xileno, 
mientras que para la determinación del meta-xileno fue la segunda derivada y el 
centrado en la media como pre-tratamineto en la región de 913-567 cm-1 la que 
proporcionó los mejores resultados. 
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3.7. Capítulo.7. Correcciones de vapor en espectroscopia infrarroja 
 
3.7.1. Introducción 
La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) basada en la 
generación de fase vapor ha demostrado ser una buena herramienta para la 
determinación cualitativa y cuantitativa de compuestos volátiles como amonio y 
nitrógeno orgánico en productos agroquímicos [1], penicilamina en cápsulas [2], 
benceno, tolueno y metil terc-butil éter en la gasolina [3] o contenido de etanol en 
diferentes matrices como el cloroformo, bebidas alcohólicas, sangre y enjuagues 
bucales [4-7]. Sin embargo, la presencia en la atmósfera de los laboratorios de 
moléculas gaseosas que absorben en el IR mediopodría producir interferencias en 
los espectros de la muestra. Para evitar este tipo de interferencias espectrales se 
utilizan diferentes estrategias como: i) mantener cerrado el interferómetro y la 
cámara de muestra o dispositivo de muestreo o ii) purgar el sistema con aire seco 
o N2 [8]. En muchos casos, es difícil eliminar la contribución de la atmósfera del 
laboratorio a las mediciones de la muestra, por lo que, todavía existe interés en la 
eliminación de los restantes compuestos interferentes [9, 10]. Nuestro grupo 
desarrolló un método de corrección para la compensación de la contribución 
espectral de los principales componentes atmosféricos empleando un algoritmo, 
basado en la medición de un espectro que contenía la molécula a eliminar, 
seguida de la estimación automática de la contribución espectral de ésta sobre la 
muestra a corregir, compensándose así la contribución mediante una simple 
substracción espectral [11]. Esta estrategia de compensación se aplicó para la 
corrección de la contribución espectral del vapor de H2O y del CO2 en los espectros 
ATR-FTIR de muestras clínicas [12] y para la determinación directa de benceno, 
tolueno, etilbenceno y xilenos en suelos por espectroscopia infrarroja con espacio 
de cabeza [13], proporcionando muy buenos resultados. Sin embargo, el método 
propuesto no se limita a la compensación de los gases atmosféricos de CO2 y H2O 
ya que también se podría realizar la corrección de cualquier otro gas presente en 
el intervalo de frecuencias en el que se esté trabajando. 
La acetona es una de las sustancias que pueden interferir en la determinación de 
compuestos volátiles por espectroscopia infrarroja y puede ser falsamente 
identificada y medida como etanol por algunos alcoholímetros [14, 15], ya que el 
vapor de acetona puede ser detectado en el aliento humano de personas con 
diabetes [16] o que presentan ataques de epilepsia, siendo la determinación de 
acetona en la respiración un control diagnóstico en pacientes diabéticos [17]. Otra 
situación en la que la acetona puede producir interferencia espectral es en la 
determinación de compuestos aromáticos, como benceno, tolueno y xilenos, 
cuando la acetona está presente en la atmósfera de laboratorio. Los compuestos 
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carbonílicos y aromáticos son los principales contaminantes orgánicos en el aire 
urbano [18], por lo que la eliminación de la contribución de la acetona del 
espectro de la muestra FTIR podría ser muy interesante especialmente cuando las 
determinaciones se realizan por espectroscopia infrarroja en fase de vapor. 
Por tanto, el objetivo de este estudio es la evaluación de un método flexible y 
automatizado para evitar las interferencias espectrales de los vapores orgánicos 
en los espectros FTIR medidos en fase de vapor, tomando acetona como 
compuesto de referencia. Para ello se utilizó una metodología verde, que combina 
el uso del muestreo de espacio de cabeza (HS) con la espectroscopia de infrarrojo 
por transformada de Fourier (FTIR) [13] para el análisis de muestras que contienen 
benceno, tolueno y para-xileno y/o etanol. 
Para simular las contribuciones del gas atmosférico, se introdujo vapor de acetona 
dentro de la cámara de medida para ser corregido más tarde. Como evaluación de 
la capacidad del método para la corrección, se realizó una comparación de las 
similitudes espectrales de los registros de la muestra en ausencia de interferencia 
y con los espectros corregidos. Como parámetros de evaluación se utilizaron: i) el 
coeficiente de correlación (R), ii) la transformación de Fisher Z y iii) el nivel de 
ruido espectral. 
 
3.7.2. Parte experimental 
3.7.2.1. Instrumentación 
Las medidas IR de transmitancia en fase vapor fueron llevadas a cabo utilizando un 
espectrómetro FTIR modelo IFS 66 de Bruker (Bremen, Alemania) equipado con un 
detector de sulfato de triglicina deuterada dopado de L-alanina (DLaTGS), y 
mediante el uso de una mini celda de gas de New Era Enterprises, Inc. (Vineland, 
NJ, EE.UU.) con ventanas de ZnSe (25 mm de diámetro x 2 mm de espesor) y un 
volumen interno de 30 ml, con un paso óptico de 10 cm. Los espectros se 
adquirieron en el intervalo comprendido entre 4000 y 500 cm-1, acumulando 50 
barridos por espectro, con una resolución 4 cm-1. 
 
3.7.2.2. Medidas de las muestras 
Para la generación de fase de vapor y medida por espectroscopia FTIR, las 
muestras de suelo se introdujeron dentro de viales de espacio de cabeza de 10 ml, 
se cerraron herméticamente, se colocaron a calentar en bloque metálico seco a 
temperatura constante. El vial se conectó a la celda IR de gases mediante una línea 
de transferencia constituida por un tubo capilar metálico. Una vez generada la 
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fase de vapor, los analitos volátiles se transfirieron desde el vial a la celda de gases 
IR y se adquirieron los espectros FTIR en fase de vapor, mediante medidas de 
transmisión, usando como background la celda vacía purgada con aire seco. El 
montaje experimental es el mismo que el descrito en el Capítulo 6. El 
procedimiento experimental consiste en tres pasos: i) adquisición de espectros de 
muestra sin interferencia de acetona, ii) adquisición de espectros de las muestras 
con diferentes niveles de acetona en la cámara de muestras y iii) adquisición de 
espectros de la misma muestra en ausencia de acetona interferente. Estas 
medidas permitirán conocer las máximas similitudes entre espectros de la muestra 
obtenidos sin interferencia de acetona y los espectros corregidos. En todos los 
casos se adquirieron tres espectros de cada muestra para ser corregidos 
posteriormente. 
 
3.7.2.3. Espectros de referencia y corrección de muestras 
Para el desarrollo del método de corrección de los espectros es necesaria la 
adquisición de un espectro de referencia del compuesto interferente, en las 
mismas condiciones instrumentales y experimentales que las muestras. En nuestro 
caso, se creó una contaminación atmosférica de acetona introduciendo vapores 
de acetona en el compartimiento de muestras del espectrofotómetro; por lo que 
se adquirió el espectro de acetona además de los espectros interferentes de los 
gases atmosféricos (CO2 y H2O), para la eliminación de sus contribuciones en los 
espectros. Para la medición de los espectros de referencia en fase gaseosa de 
acetona, H2O y CO2, se utilizó como fondo la señal de la celda de gases vacía 
purgada con aire seco. 
Los espectros de la acetona se obtuvieron colocando pequeñas alícuotas de 
acetona en el compartimiento de la muestra, mientras que los espectros de H2O y 
CO2 se obtuvieron a partir de aire húmedo manteniendo abierto el compartimento 
de muestra. La Figura 7.1 muestra los pasos de la estrategia de compensación 
desarrollada para evitar las interferencias de la acetona.  
Como puede verse, debido a la presencia de CO2 y H2O, la compensación de estos 
dos compuestos debe realizarse previamente a la de otros vapores en todos los 
espectros, tanto de referencia como de muestras. A continuación, y como se 
muestra en la Ecuación 7.1, se seleccionan dos números de onda en el espectro de 
referencia del acetona para calcular la Absorbancia (RA) a partir del máximo y 
mínimo de absorbancia del gas interferente en regiones sin ninguna contribución 
de bandas en las muestras de benceno, tolueno y para-xileno o etanol en nuestro 
caso. 
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Figura 7.1. Esquema de las etapas de la estrategia de compensación 
 
Para la corrección de H2O, se seleccionó la absorbancia relativa entre 3853 y 3859 
cm-1 y, finalmente, los valores entre 4000 y 3766, 3569 y 2412, 1809 y 1249 y, 605 
y 500 cm-1 se reemplazaron por ceros. La contribución espectral del CO2 presente 
en el espectro de referencia de H2O se eliminó reemplazando por ceros los valores 
de absorbancia entre 2948 y 2123 y 1186 y 500 cm-1. 
En las determinaciones FTIR en fase de vapor, todos los espectros contienen 
vapores de CO2 y H2O debido al calentamiento de las muestras y, por este motivo, 
la contribución espectral de H2O y CO2 presentes en los espectros de acetona y de 
la muestra se corrigieron usando los pares de números de referencia 3853 y 3859 
cm-1 para H2O y, 2360 y 2391 cm
-1 para CO2. Estas correcciones en las muestras 
deben hacerse antes de la corrección de vapor de acetona para evaluar 
cuantitativamente la calidad del algoritmo de compensación de acetona. Después 
de la compensación atmosférica de H2O y CO2, el vapor de acetona presente en las 
muestras se corrige con los pares de números de onda 1737 y 1859 cm-1 (r1 y r2). 
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3.7.3. Resultados y discusión 
3.7.3.1. Espectro de FTIR en fase vapor en presencia del vapor de acetona 
La Figura 7.2A muestra los espectros FTIR en fase vapor de la acetona y etanol y la 
Figura 7.2B los espectros de acetona y benceno, tolueno y para-xileno en la región 
entre 4000 y 500 cm-1. La acetona presenta bandas en las regiones entre 3100 y 
2800 cm-1 características de las vibraciones de estiramiento de los enlaces  -CH3 y 
una serie de bandas en el rango de 2200 a 500 cm-1 debido al estiramiento del 
grupo C=O, cercana a 1740 cm-1, y de las flexiones de los enlaces  -CH3, alrededor 
de 1440 y 1365 cm-1, entre otras. Una contaminación por acetona daría lugar a 
importantes contribuciones espectrales en las principales regiones del espectro de 
la muestra, creando problemas para determinar etanol y benceno, tolueno y para-
xileno por espectroscopia FTIR en fase vapor. A partir de los espectros 
mencionados, se seleccionaron números de onda de 1737 debido a que la acetona 
tiene un máximo de absorbancia y 1895 cm-1 debido a que en esta zona las 
muestras no absorben.  
Las Figuras 7.3A y 7.3B muestran los espectros FTIR en fase vapor del etanol y 
benceno, tolueno y para-xileno en la región entre 4000 y 500 cm-1, antes y 
después de la corrección del vapor de acetona. A partir de una comparación visual, 
se puede ver que la metodología desarrollada aparentemente proporciona una 
compensación correcta del vapor de acetona. 
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Figura 7.2. Espectro FTIR en fase vapor de la acetona junto al del etanol (2A) y los del 
benceno, tolueno y para-xileno (2B), en la región entre 4000 y 500 cm
-1
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Figura 3. Espectro FTIR del a) etanol y b) muestra de benceno, tolueno y para-xileno obtenidos en 
presencia de vapor de acetona, antes y después de la corrección de vapor de acetona utilizando 
el método propuesto. Nota: los espectros se desplazaron sobre el eje y. 
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3.7.3.2. Evaluación de la corrección de vapor de la acetona 
Para comparar similitudes espectrales, se utilizaron tres parámetros: el coeficiente 
de correlación (R), la transformación de Fisher Z [19] y el nivel de ruido de los 
espectros, antes y después de la corrección.  
El coeficiente de correlación entre dos espectros se define como la relación entre 
la covarianza y el producto de sus desviaciones estándar. Por lo tanto, R indica el 
grado de dependencia de dos espectros, de modo que un valor de R igual a 1 
indica que se trata de espectros idénticos.  
 
Los valores de Z se calcularon a partir de los de R mediante la siguiente expresión:  
Z = (1/2) * ln (1 + R) / (1-R)      Ecuación 7.6 
siendo el valor de Z más alto cuanto mayor es la similitud espectral. 
Los valores de R y Z se calcularon comparando diferentes regiones espectrales 
entre los espectros de fase de vapor obtenidos en ausencia de interferencia de la 
muestra y: i) el espectro final obtenido al final análisis, ii) los espectros de muestra 
con interferencia de la acetona y iii) espectro de la muestra después de la 
corrección de la acetona. El ruido espectral se calculó también en diferentes 
regiones espectrales, dónde absorbe la acetona pero no los analitos, mediante el 
software Matlab para evaluar el rendimiento del método de corrección aplicado. 
En las Tablas 7.1 y 7.2 pueden verse los valores de los tres parámetros 
mencionados anteriormente para evaluar la corrección de los espectros en las 
muestras de etanol y del benceno, tolueno y para-xileno, respectivamente. La 
evaluación de la corrección de los espectros se realizó en tres regiones diferentes: 
i) todo espectro, entre 4000 y 500 cm-1, ii) vibraciones de estiramiento 
características de los enlaces =CH, -CH2 y -CH3, entre 3200 y 2623 cm
-1 y iii) entre 
1600 y 500 cm-1. A partir de los datos reportados, se puede observar que los 
mejores resultados se obtuvieron en las correcciones de etanol y benceno, 
tolueno y para-xileno en la región entre 3200 y 2623 cm-1 con altos valores de R y 
Z. 
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Para comprobar la adecuación y validez del método de corrección de la acetona, 
se utilizó la prueba t de Student para comparar el valor medio de los espectros de 
la muestra sin interferencia de acetona y después de la corrección de la 
interferencia (ver Tabla 7.3). Se empleó una prueba F con anterioridad para 
evaluar la homogeneidad entre las dos varianzas. 
 
Tabla 7.3. Prueba F y t de Student utilizadas para comparar los valores medios entre el 
espectro de la muestra sin interferencias y el espectro de la muestra después de la 
corrección de la interferencia de acetona en tres regiones diferentes para etanol y 
benceno, tolueno y para-xileno muestras 
 
 
    
4000-500 cm
-1
 
 
3200-2623 cm
-1
 
 
1600-500 cm
-1
 
    
exp crit 
 
exp crit 
 
exp crit 
Etanol 
 F  2659 19  2555 19  1341 19 
    
 t  1 4.3  0.83 4.3  1.04 4.3 
    
Benceno, 
tolueno y para-
xileno 
 F  1.21 19  8.22 19  79.43 19 
    
 t  1.97 2.77  1.64 2.77  3.01 4.3 
    
 
F: Prueba F de valores experimentales (exp) y críticos (crit). Fexp>Fcrit, indicó que los valores de 
varianza eran diferentes y Fexp<Fcrit correspondió a una varianza idéntica. 
T: valores obtenidos en la prueba experimental de t de Student (exp) y críticos (crit). Texp>tcrit 
indicó que los dos valores medios difieren significativamente a un nivel de probabilidad del 95% y 
texp<tcrit muestra que los dos valores medios no difieren significativamente a este grado de 
probabilidad. 
 
 
En el caso de la muestra de etanol, se realizó la prueba t de Student, suponiendo 
varianzas no homogéneas, debido al hecho de que Fexp fue mayor que Fcrit, 
mientras que para muestras de benceno, tolueno y para-xileno las varianzas 
resultaron ser iguales. Como se puede ver, en todos los casos, los dos valores 
medios no difieren significativamente para el nivel de confianza del 95%, siendo 
texp < tcrit, confirmándose así la alta similitud espectral en todas las regiones 
obtenida entre los espectros en ausencia de interferencia y después de la 
corrección. 
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Por otra parte, el rendimiento de la corrección del espectro de acetona se evaluó 
midiendo el ruido en términos de desviación estándar en las regiones 
influenciadas por este compuesto pero donde las muestras no absorben. Para el 
etanol, las regiones seleccionadas fueron 3508-3412, 3167-3070, 2172-2085, 
1859-1651, 1632-1537, 1344-1298 y 557-500 cm-1. Para el benceno, tolueno y 
para-xileno, las regiones consideradas seleccionadas fueron 3508-3423, 2172-
2087, 1761-1691, 1358-1305, 1263-1167, 943-852 y 559-500 cm-1. Como puede 
verse en los espectros de las Figuras 7.2A y 7.2B, las regiones seleccionadas 
proporcionan un nivel de ruido creado por la presencia de vapor de acetona en la 
zona de medición. Tanto para el espectro del etanol como el de la mezcla de 
benceno, tolueno y para-xileno, el nivel de ruido después de la corrección de 
interferencia de acetona por el método propuesto fue similar al obtenido sin 
interferencias de acetona (véanse Tablas 7.1 y 7.2), evidenciando así una buena 
adecuación de la estrategia propuesta para la corrección de la interferencia 
espectral debida a la presencia de contaminaciones de acetona. 
 
3.7.4. Conclusiones Capítulo 7 
El método propuesto para la compensación de acetona aplicado a los espectros de 
muestras de benceno, tolueno y para-xileno y etanol en fase vapor proporciona 
una buena correlación entre los espectros en ausencia de interferencia y los 
espectros corregidos. Los valores de R son cercanos a 1, siendo los valores de Z 
después de la corrección entre 3.8 y 5.4 para el etanol y entre 2.71 y 4.7 para la 
mezcla de benceno, tolueno y para-xileno,  dependiendo de la región espectral. 
Los valores de la t de Student obtenidos para la comparación entre los espectros 
corregidos y los mismos con interferencia de acetona, no difieren 
estadísticamente de una manera significativa para el nivel de confianza del 95%, 
confirmándose la alta similitud espectral en todas las regiones estudiadas de los 
espectros corregidos. 
Por lo tanto, este estudio demostró que el método de compensación propuesto 
para las interferencias de gas y vapor no se limita únicamente a la compensación 
del CO2 y vapor de H2O presentes en el aire, sino que puede aplicarse para la 
corrección de cualquier otro gas presente en la celda de medida o en la trayectoria 
óptica del haz de radiación desde la fuente hasta el detector. 
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Parte 3. Muestras arqueológicas 
 
La determinación de los elementos minerales en restos de esqueletos 
arqueológicos puede revelar los hábitos alimentarios, así como las condiciones 
ambientales y los hábitos de vida de la población. La principal herramienta 
utilizada para desentrañar el pasado es la química arqueológica (arqueoquímica), 
que permite descubrir las prácticas y los estilos de vida de las poblaciones 
humanas pasadas, incluyendo sus hábitos de alimentación.  
Los huesos y los dientes son considerados como indicadores de la exposición a los 
elementos minerales y, aunque los huesos presentan numerosas dificultades 
analíticas con respecto a la separación y caracterización de los minerales 
constituyentes, se utilizan para determinar la alimentación de nuestros 
antepasados. Sin embargo, debido a su morfología, el esqueleto humano presenta 
una menor cantidad de hueso cortical junto una gran cantidad de hueso 
esponjoso, por lo que es más susceptible a los cambios post mortem producidos 
por el suelo. Por lo tanto, la reconstrucción de la dieta basada en la composición 
mineral de los huesos requiere que el proceso diagenético no haya alterado la 
composición ósea con el tiempo.  
Normalmente el ICP-OES se utiliza para determinar los elementos minerales en 
suelos y huesos, ya que se trata de una técnica de análisis multielemental. Sin 
embargo, requiere de una digestión previa y disolución de las muestras, 
suponiendo un perjuicio para el operador desde el punto de vista de la 
manipulación y utilización de reactivos y ácidos, además de generar residuos que 
requieren de una posterior gestión. Es por ello, que resultaría de gran interés 
desarrollar una estrategia de bajo coste, rápida y limpia para estudiar y entender 
la posible degradación post-mortem de los huesos enterrados causada por el 
entorno, además de desarrollar un método para la determinación de diferentes 
elementos en restos óseos, mediante el uso de la espectroscopia en la región del 
infrarrojo cercano con transformada de Fourier (FT-NIR) junto con modelos 
quimiométricos y multivariantes.  
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3.8. CAPÍTULO 8: 
Predicción de elementos alcalinotérreos en restos óseos por 
espectroscopia de la región del infrarrojo cercano 
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3.8. Capítulo 8. Predicción de elementos alcalinotérreos en restos óseos por 
espectroscopia de la región del infrarrojo cercano 
 
3.8.1. Introducción 
Los huesos contienen entre el 50 y el 70% de minerales, entre el 50 y el 40% de 
materia orgánica, principalmente colágeno, el 5-10% de agua y menos del 3% de 
contenido en lípidos.  La hidroxiapatita [Ca10(PO4)6(OH)2] es el mineral mayoritario 
del hueso, junto con pequeñas cantidades de carbonato, magnesio y otros 
fosfatos, y la presencia de algunos grupos hidroxidos [1]. En condiciones 
fisiológicas, la hidroxiapatita es el único mineral estable, compuesta por un 38% de 
calcio y un 18% de fosforo, con trazas de sodio (0.6%), magnesio y pequeñas 
cantidades de otros elementos [2]. El número de sustituciones posibles en la 
apatita biológica es menor que en la apatita geológica debido al limitado número 
de elementos disponibles en el cuerpo. Las sustituciones de los iones en el hueso y 
en los dientes que se conocen son aquellas producidas por los iones F−, Cl−, Na+, K+, 
Fe2+, Zn2+, Sr2+, Mg2+, citrato, y carbonato [3]. Los minerales son ingeridos a través 
de los alimentos o involuntariamente absorbidos desde el entorno del individuo al 
mismo.  
La composición mineral de los huesos es comúnmente empleada para investigar 
las patologías, nutrición y otros fines bio-arqueológicos y forenses. La composición 
mineral de los huesos puede ser modificada post-mortem debido a procesos post-
deposicionales, llamados diagénesis. Desde hace unas décadas, varios 
investigadores han estudiado estos mecanismos naturales: por lo que algunos 
autores han evaluado el efecto de la contaminación del suelo en los huesos [4-9] y 
la diagénesis y efectos de la degradación en la matriz ósea [10–13]. 
Como se ha indicado, el calcio, el oxigeno y el hidrogeno son los constituyentes 
mayoritarios de los huesos minerales como la hidroxiapatita [14]. Por otro lado, el 
estroncio es un elemento no esencial que compite para reemplazar el calcio [15] y 
además se relaciona con los hábitos de consumo alimentario [16].  La composición 
del suelo y las condiciones ambientales juegan un papel crucial en la diagénesis, ya 
que afectan a las concentraciones de los elementos en los huesos enterrados. 
Normalmente el ICP-OES se utiliza para determinar elementos minerales en suelos 
y huesos  [17–21], ya que se trata de una técnica de análisis multielemental. Sin 
embargo, requiere de una digestión previa y disolución de las muestras, utilizando 
ácidos fuertes y, por lo tanto, lo que supone un perjuicio para el operador además 
de generar residuos que requieren de una posterior gestión. 
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Una posible alternativa podría ser el empleo de la espectroscopia infrarroja (IR), la 
cual proporciona un método de adquisición de los espectros rápido, sencillo y 
económico. Además, al tratar de de medidas directas, la técnica NIR puede 
considerarse dentro del grupo de los métodos sostenibles, ya que no utiliza 
reactivos ni disolventes y puede emplearse directamente sobre muestras sólidas a 
través de las medidas por reflectancia difusa. La combinación de la espectroscopia 
IR con el tratamiento y análisis quimiométrico de los espectros ofrece una 
herramienta alternativa para la determinación  de los componentes mayoritarios 
de los huesos y sedimentos, incluyendo elementos minerales. La espectroscopia 
FT-IR ha sido utilizada en diversas aplicaciones para el estudio y análisis de 
muestras de huesos, entre las que se incluyen la determinación de colágeno, del 
tamaño de cristal del hueso, del contenido de carbonatos y la estructura cristalina 
[22–25], la tafonomía geológica [26], además de su uso como herramienta de 
criba para el estudio de la alteración diagenética [27, 28]. Solo en unos pocos 
estudios se ha empleado la espectroscopia NIR en el estudio y análisis de suelos 
[29] y de huesos [30] en contextos arqueológicos.  
 
Los objetivos principales de este estudio es el desarrollo de una estrategia de bajo 
coste, rápida y limpia para estudiar y entender la posible degradación post-
mortem de los huesos enterrados causada por el entorno de los mismos y ver 
cómo afecta a las distintas partes y tipos de huesos del esqueleto, además de 
definir un proceso para la selección de huesos mejor preservados y su posterior 
estudio. Al mismo tiempo, se ha desarrollado un método para la determinación de 
algunos elementos en restos óseos mediante el uso de la espectroscopia en la 
región del infrarrojo cercano con transformada de Fourier (FT-NIR) junto con 
herramientas quimiométricas como PCA y modelos multivariantes PLS.  
 
 
3.8.2. Parte experimental 
3.8.2.1. Instrumentos 
Para la obtención de los espectros utilizó un espectrofotómetro FT-NIR modelo 
Multi Purpose Analyzer (MPA) de Bruker (Bremen, Alemania) equipado con una 
fuente NIR, un divisor de haz de cuarzo y un detector de PbS. El equipo dispone de 
una esfera integradora que permite las medidas mediante reflectancia difusa de 
las muestras contenidas en viales de vidrio de 11 mm de diámetro interno y 25 
mm de altura. El software Opus 6.5 de Bruker se utilizó tanto para el control 
instrumental, como para la adquisición de datos.  
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3.8.2.2. Muestras 
Se recogieron 271 muestras de huesos de 78 individuos diferentes, pertenetientes 
a individuos adultos y jóvenes de la necrópolis romana tardía de la calle Virgen de 
la Misericordia [19] y de la calle En Gil [31], ambas ubicadas en la ciudad de 
Valencia (España), en el que el rito de sepultura romana consistía en la 
inhumación. Las tumbas pertenecen al período comprendido desde el siglo I 
después de Cristo hasta el comienzo del siglo V. Los huesos recogidos eran 
aproximadamente de un tamaño de 5 cm  y una masa entre 15 y 20 gramos. 
Huesos como el fémur, la tibia, el húmero, el radio y los huesos parietales, 
compuestos principalmente por una parte cortical, se clasificaron como 
"corticales", y las costillas, principalmente compuestas por una matriz esponjosa, 
se clasificaron como "esponjosas". Los primeros 2 mm de hueso en contacto 
directo con los sedimentos se consideraron parte externa de los huesos y se 
denominaron como tal. 
Todos los huesos fueron muestreados evitando los puntos osteométricos, usando 
un bisturí y una micro-espátula de cuchara. Para proporcionar resultados 
reproducibles, comparables y compatibles con la sensibilidad de los métodos 
analíticos empleados y poder relacionar los espectros NIR con los datos de 
referencia obtenidos, las muestras fueron previamente mineralizadas en una 
mufla empleando el siguiente programa de temperaturas : i) 30 minutos a 150 oC; 
ii) incremento de la temperatura hasta 450 oC a una velocidad de 1 oC min-1; iii) 
mantenimiento de la temperatura a 450 oC durante  24 h; iv) desconexión y 
enfriamiento hasta temperatura ambiente. Una vez mineralizadas las muestras, se 
pulverizaron y se homogeneizaron con la ayuda de un mortero de ágata. 
Se analizaron 243 muestras de la calle Virgen de la Misericordia, divididas en tres 
grupos: i) parte interna de los huesos, compuesto por la parte interna de los 
huesos corticales y esponjosos (95 muestras), ii) parte externa de los huesos, 
compuesta por la primera capa externa de los huesos corticales y esponjosos (94 
muestras) y, iii) sedimentos que estaban directamente en contacto con los huesos 
(54 muestras). Adicionalmente y siguiendo la clasificación mencionada, 28 
muestras de la calle En Gil fueron analizadas. Estas muestras se dividen en los tres 
grupos: i) parte interna de los huesos (8 muestras), ii) parte externa de los huesos 
(10 muestras) y iii) sedimentos (10 muestras).  
 
3.8.2.3. Método de referencia 
Los valores de referencia de la composición mineral de las muestras de huesos y 
sedimentos fueron determinados mediante el uso de un ICP-OES, modelo Optima 
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5300 DV, de Perkin Elmer  (Norwalk, CT, EE.UU.), equipado con un 
autoamplificador AS 93-plus y un nebulizador de flujo cruzado. Las muestras se 
calcinaron previamente en una mufla modelo Biometa Lenton ECF 12145A 
(Lanera, España) y la digestión ácida de todas las muestras se realizó utilizando 
una placa de calentamiento C-Mag HS7 de Ika (Staufen, Alemania). 
El procedimiento de digestión utilizado fue el método descrito por Gallello et al. 
[19], con unas pequeñas modificaciones consistente en adicionar a 0.5 g de 
muestra mineralizada, 3.5 mL de una mezcla 1:1 de HCl y HNO3 (usando HCl al 37% 
y HNO al 69% de pureza) y digerir en un baño de agua a 100 oC durante 40 
minutos. Esta disolución concentrada (A), se diluyó 1:250 obteniéndose la  
disolución (B), para medir la concentración de Mg y Sr. La disolución (C) se obtuvo 
para analizar Ca por dilución de la disolución (A) 1:2000. La calibración se preparó 
a partir de una disolución madre multi-elemental de Ca, Mg y Sr de 100 μg ml-1. 
Para evitar la obstrucción del nebulizador las disoluciones de las muestras fueron 
filtradas, empleando papel de filtro (WhatmanTM N.1 de 70 mm),. Los patrones se 
adquirieron de Scharlab S.L. (Barcelona, España). Como estándar interno se utilizó 
Re. La precisión estándar de las medidas oscilaron entre el 0% y 2% para los 
elementos considerados.  
Para evaluar y controlar la exactitud del método analítico se utilizaron como 
materiales de referencia la ceniza de hueso NIST 1400 y el suelo GBW07408. El 
contenido de elementos minerales de las muestras analizadas variaron entre 72 y 
421 mg g-1 para el Ca, entre el 998 y 10964 μg g-1 para el Mg, y entre 102 y 2100 μg 
g-1 para el Sr, todos ellos referidos a la muestra mineralizada.  
 
3.8.3. Resultados y discusión 
3.8.3.1. Espectros FT-NIR  
Las muestras una vez mineralizadas y pulverizadas en mortero de ágata se 
colocaron en viales de vidrio transparente de 11 mm de diámetro interno y 25 mm 
de altura para obtener directamente los espectros NIR por reflectancia difusa en 
unidades de Kubelka-Munk. Los espectros se registraron entre 14000 y 4000 cm-1, 
acumulando 50 barridos por espectro y utilizando una resolución óptica de 4 cm-1. 
El background fue adquirido antes de cada serie de medidas, con la esfera de 
integración cerrada y utilizando las mismas condiciones instrumentales que las 
empleadas para las muestras. Se obtuvieron tres réplicas de cada muestra, 
girando la posición del vial entre las réplicas para asegurar una buena 
representatividad. El promedio de los espectros triplicados de cada muestra fue 
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empleado para la exploración de datos y para construir los modelos 
quimiométricos.  
En la Figura 8.1 se pueden verse, en unidades de Kubelka Munk, los espectros NIR 
promedios de cada uno de los grupos de muestras considerados en este estudio, 
correspondientes a la parte interna de los huesos (Figura 8.1a), la parte externa de 
los huesos (Figura 8.1b) y los sedimentos (Figura 8.1c), sin ningún tipo de pre-
tratamiento espectral y en la región entre 9000 y 4000 cm-1. Estos espectros 
presentan diferencias en la intensidad y posición de ciertas bandas, pero todos 
tienen como denominador común la presencia de bandas de absorción alrededor 
de 7200 y 5220 cm-1, relacionadas con la combinación de las vibraciones de los 
enlaces H-O-H y O-H de agua. 
La principal diferencia que presenta el espectro de los huesos internos es una 
débil vibración que aparece cerca de 4655 cm-1 (sin asignación clara) y una 
absorción localizada sobre 6977 cm-1, debida al primer sobretono del estiramiento 
de grupo OH de la hidroxiapatita [36], que es más intensa que la que se observa en 
el espectro de la parte externa de los huesos. Además, en el caso de las muestras 
de sedimento, dicha banda está ausente. A 5278 cm-1 el espectro de la parte 
interna y el de la parte externa del hueso, pero en menor intensidad, presentan 
una banda de absorción relacionada con la apatita [30]. Por otro lado, en las 
muestras de sedimento aparece una banda a 7070 cm-1 relacionada con el primer 
sobretono de la vibración de estiramiento del enlace O-H en los compuestos del 
tipo metal-OH [37]. Además, las bandas de vibración cercanas a 4530 cm-1 son 
debidas a minerales arcillosos, como esmectita y illita, y la banda a 4265 cm-1 está 
asociada con la contribución de la calcita [37], que disminuye en intensidad en el 
espectro de la parte externa del hueso.  
En el caso de parte interna de los huesos, la banda situada a 4265 cm-1 no aparece 
y la banda a 4530 cm-1 es menos intensa que en el espectro correspondiente a la 
parte externa de los huesos. Por lo tanto, en la parte externa de los huesos 
aparecen bandas típicas de muestras de sedimentos relacionadas con el enlace 
metal-OH (7070 cm-1), calcita (4265 cm-1) y minerales arcillosos (4530 cm-1), y 
bandas menos intensas de hidroxiapatita (6977 cm-1) y apatita (5278 cm-1), siendo 
la degradación de hidroxiapatita en la parte externa de los huesos un gran 
indicador del proceso diagenético. Los sedimentos alrededor de los huesos son 
cruciales para la conservación de los mismos, debiéndose llevar a cabo el análisis 
de los mismos con el fin de evaluar su contribución en la modificación de la 
composición química del hueso. 
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Figura 8.1. Espectros NIR promedio de las muestras mineralizadas en la región comprendida 
entre 9000 y 4000 cm
-1
 y correspondientes a los grupos de muestras: a) parte interna de los 
huesos, b) parte externa de los huesos, y c) sedimento. 
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3.8.3.2. Exploración de los datos por PCA  
Antes de construir los modelos de calibración, el PCA se utilizó para estudiar las 
diferencias espectrales entre las muestras analizadas. La Figura 8.2 presenta el 
gráfico de puntuaciones para las dos primeras componentes principales del PCA 
para las muestras de las Necropolis de calle Misericordia y calle En Gil, después de 
los pre-tratamientos: a) FD y MC y b) MSC, FD y MC, en la región de 9014 a 4000 
cm-1. En la Figura 8.2a, los dos primeros componentes principales representan el 
86.07% de la varianza total explicada, siendo del 76.93% para PC1 y del 9.14% para 
PC2. En el gráfico de puntuaciones, se observa que no existe una clara separación 
de las muestras en los tres grupos, pero se puede apreciar que la posición de los 
sedimentos es claramente diferente de la parte interna de los huesos, de modo 
que las muestras de la parte externa de los huesos se encuentran situadas entre 
ambas, en la dirección del PC1. En la Figura 8.2b, puede observarse que el primer y 
segundo componente principal, después de realizarse el pre-tratamiento espectral 
de MSC, FD y MC, explican un total del 85.72% de la varianza explicada, con 
80.49% para el PC1 y 5.23% para el PC2. En este gráfico de scores,  las muestras de 
la parte interna de los huesos están situadas hacia la derecha del  PC1, mientras 
que los sedimentos están situados hacia la izquierda. Las muestras de la parte 
externa de los huesos se encuentran situadas entre ambos grupos de muestras en 
la dirección PC1. Además, el PCA indica que las muestras de la calle En Gil son 
similares a las muestras de calle Misericordia, por lo que en principio las muestras 
de calle Misericordia podrían  utilizarse como conjunto de calibración para 
predecir los elementos alcalinotérreos de la Necróplis de la calle En Gil. 
Además, se representaron los gráficos de PCAs con los mismos pre-tratamientos 
espectrales anteriores pero diferenciando tanto las partes internas como externas 
en huesos esponjosos y corticales. La Figura 8.2c presenta el gráfico de 
puntuaciones después de FD y MC y la Figura 8.2d después de MSC, FD y MC. No 
se detectaron diferencias entre los espectros de las partes internas de huesos 
corticales y esponjosos. Sin embargo, en cuanto la parte externa de los huesos, los 
huesos esponjosos se encuentran cerca de las muestras de sedimentos y los 
huesos corticales están situados más cerca de las partes internas de los huesos. 
Una posible explicación es que los huesos esponjosos son más susceptibles a la 
diagénesis que los huesos corticales [38], debido a la fragilidad y porosidad de su 
estructura. 
Los números de onda responsables de estas diferencias se pueden ver en los 
gráficos de cargas representados en la Figura 8.2e después del pre-tratamiento de 
FD y MC, y en la Figura 8.2f después de MSC, FD y MC, siendo las más influyentes 
las bandas encontradas a 7000 cm-1 y entre 5500 y 4000 cm -1. 
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Figura 8.2. Gráficos de PCA obtenidos utilizando diferentes pre-tratamientos espectrales, 
clasificando las muestras en Necrópolis de calle Misericordia y calle En Gil, después de: a) 
FD y MC, y b) MSC, FD y MC. Gráficos de PCA obtenidos clasificando los huesos en cortical 
y esponjoso después de: c) FD y MC, y d) MSC, FD y MC. Cargas de las variables en PC1 y 
PC2 después de: e) FD y MC, f) MSC, FD y MC. 
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Por lo tanto, se puede concluir que el estudio por PCA, utilizando los espectros 
NIR, proporciona una herramienta rápida y verde para identificar los cambios 
producidos por la diagénesis en los distintos huesos. Estos resultados indican que 
la parte externa de los huesos sufre una mayor degradación que la parte interna, 
posiblemente producida por los factores diagenéticos, especialmente significativa 
en el caso de los huesos esponjosos debido a su alta porosidad. Por lo tanto, cabe 
esperar que dependiendo del tipo y de la parte (interna o externa) de hueso que 
se utilice para el análisis se obtendrían resultados distintos, por lo que, para evitar 
errores, sería interesante el uso del análisis PCA como método exploratorio, 
permitiendo así una selección previa de las muestras no afectadas por los 
procesos diagenéticos. Además, el PCA es un buen indicador para confirmar que el 
conjunto de calibración sea representativo de la población total  de muestras, y 
que en su distribución se encuentre también contenido el conjunto de las 
muestras de validación, de modo que se puedan construir modelos PLS 
adecuadamente representativos. 
 
3.8.3.3. Modelos PLS-NIR  
Para construir los modelos PLS, las muestras de la Necrópolis de la calle 
Misericordia se dividieron en un conjunto de calibración y otro de validación, con 
183 y 60 muestras, respectivamente. Para ello se utilizó el algoritmo K-S para la 
selección del conjunto de calibración, estando finalmente compuesto por 62 
espectros de las partes externas de los huesos, 70 espectros de las partes internas 
de los huesos y 51 espectros correspondientes a muestras de sedimento. Antes de 
construir el modelo, se eliminaron las muestras aberrantes tanto del conjunto de 
calibración como de validación, ya que presentaban valores elevados de Q 
residuales y T2 Hotelling.  
Una vez establecidos los modelos, se probó la capacidad predictiva de los mismos 
utilizando un tercer conjunto, denominado conjunto de predicción, compuesto 
por 26 muestras de hueso pertenecientes a la Necrópolis de la calle En Gil. 
Las principales características de los conjuntos de calibración, validación y 
predicción para la determinación de calcio, magnesio y estroncio mediante los 
modelos PLS-NIR se indican en Tabla 8.1.  
Para construir los mejores modelos PLS-NIR y evaluar su capacidad de predicción, 
se ensayaron varias regiones y diferentes estrategias de pre-procesamiento. Para 
todos los elementos, los mejores resultados fueron obtenidos utilizando la región 
comprendida entre 9014 y 4000 cm-1. 
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Tabla 8.1. Rangos de concentración de los conjuntos de calibración, validación y 
predicción de los elementos minerales determinados. 
 
SD: desviación estándar 
 
Para construir modelos PLS-NIR utilizando el rango espectral seleccionado, se 
emplearon 3, 4 y 4 LV’s para Ca, Mg y Sr, respectivamente, con el fin de 
minimizar el RMSECV, que explicaban un  89.1%, 90.8% y 88.5% de la varianza 
total, en para cada uno de ellos. Para Ca y Mg, se seleccionó el pre-tratamiento 
de FD con una suavizado de 11 puntos y un polinomio de segundo orden, y MC. 
Para el Sr, se eligieron MSC, FD y MC. Las presencia de algunas muestras 
aberrantes fue identificada por altos valores de Q residual y T2 de Hotelling, 
eliminándose 2 muestras del conjunto de calibración para los tres elementos, 2 
muestras del conjunto de validación para los modelos del Ca y del Sr, mientras 
que sólo una muestra del conjunto de validación de Mg. 
En la Figura 8.3 se pueden ver las regresiones entre los valores predichos PLS-
NIR para Ca, Mg y Sr y los obtenidos por el método de referencia ICP-OES. Se 
puede observar que las muestras de calibración y validación se distribuyeron 
cerca de la línea de regresión óptima entre los valores predichos y medidos para 
los tres elementos, obteniendo altos coeficientes de determinación tanto para 
la calibración (R2 Cal), la validación cruzada (R2 CV) y la predicción (R2 Pred). La 
capacidad de predicción de los modelos PLS-NIR resultó aceptable para todos 
los elementos, obteniendo valores de RRMSEP del 10, 15 y 19% para el Ca, Mg y 
Sr, respectivamente.  
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Los parámetros de calibración y validación más importantes de los modelos PLS-
NIR desarrollados se resumen en la Tabla 8.2. Se puede observar que las 
muestras de la parte interna de los huesos presentan mayores contenidos de 
calcio (368 ± 24 mg g-1) y estroncio (1306 ± 235 μg g-1) y menor contenido de 
magnesio (1393 ± 175 μg g-1) que las partes externas (con 261 ± 47 mg g-1de Ca, 
844 ± 203 μg g-1de Sr y 5599 ± 1684 μg g-1de Mg), y muestras de sedimentos 
(con 133 ± 17 mg g-1de Ca, 239 ± 60 μg g-1 de Sr y 8165 ± 858 μg g-1 de Mg). 
Como se mencionó al comienzo de este capítulo, en condiciones fisiológicas, la 
hidroxilapatita está compuesta de un 38% de Ca, con trazas de Mg y pequeñas 
cantidades de otros elementos como Sr, por lo que los resultados obtenidos en 
este estudio indican que la parte interna de los huesos está prácticamente 
intacta, observando valores de Ca de alrededor del 38%. El enriquecimiento de 
Mg en la parte externa de los huesos indica que este elemento es incorporado 
de los sedimentos a los huesos, probablemente, durante el proceso de 
diagénesis. La parte externa de los huesos, especialmente en el caso de los 
restos óseos esponjosos, son más sensibles a los procesos diagenéticos 
causados por el medio ambiente, lo que indica que la degradación no afecta en 
la misma medida a las diferentes partes esqueléticas. 
Debido al hecho de que los huesos esponjosos tienen mayor porosidad y corteza 
más delgada que los huesos corticales, los primeros son menos resistentes a los 
factores diagenéticos, sufriendo mayores cambios químicos. Los resultados 
obtenidos por los modelos PLS-NIR indicaron que la espectroscopia NIR tiene un 
buen potencial para predecir de forma rápida, sencilla y directa el contenido de 
elementos alcalinotérreos en los restos óseos. Tal como se ha mencionado, este 
método tiene muchas ventajas sobre las técnicas analíticas empleadas 
convencionalmente porque es rápido, barato, no destructivo para muestras 
pulverizadas y no requiere el uso de reactivos químicos ni de disolventes. 
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3.8.3.4. Capacidad de predicción de los modelos PLS-NIR 
Para evaluar la capacidad de predicción de los modelos PLS-NIR construidos para 
la determinación de las concentraciones de Ca, Mg y Sr en huesos y sedimentos, 
se utilizó un conjunto de validación independiente, formado por 26 muestras de la 
necrópolis de calle En Gil, que contenían parte externa y parte interna de los 
huesos, así como muestras de sedimentos. Los valores correspondientes al valor 
promedio, el intervalo de concentración y la desviación estándar para la 
concentración de elementos analizados empleados para el conjunto de predicción 
se resumen en la Tabla 8.1. Los valores predichos de los analitos frente a los 
obtenidos por los métodos de referencia se muestran en la Figura 8.3 y, los 
parámetros de calibración y predicción más importantes de los modelos PLS-NIR 
desarrollados se resumen en la Tabla 8.2. Se obtuvieron valores RRMSEP 
aceptables para calcio y magnesio con un 15 y 11%, respectivamente, y para 
estroncio se obtuvo un valor de 37%, con coeficientes de correlación de 90.4, 97.4 
y 97.4, y valores RPD de 3.2, 5.33 y 2.3, respectivamente. Estos resultados 
demuestran una buena capacidad predictiva de los modelos PLS-NIR desarrollados 
para evaluar elementos alcalinotérreos en muestras de huesos y sedimentos. 
Además, debe indicarse que los modelos PLS fueron elaborados a partir de 
muestras de hueso de distinto origen y fecha, lo que confirma la viabilidad de 
nuestra innovadora propuesta metodológica para la evaluación de elementos 
alcalinotérreos en restos arqueológicos. Los resultados obtenidos indican una 
buena capacidad predictiva para Mg en muestras que no pertenecen a la misma 
población, mientras que Ca y Sr quedan limitados como herramienta de cribado. El 
alto error relativo del 37% para el Sr se debe, probablemente, a los bajos niveles 
de este elemento encontrados en algunas muestras no compatibles con la 
sensibilidad de NIR. 
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3.8.4. Conclusiones Capítulo 8 
Este estudio ha demostrado que las medidas de reflectancia difusa por 
espectroscopía FT-NIR proporciona un método analítico rápido, barato y verde 
para la predicción del contenido de calcio, magnesio y estroncio en muestras de 
hueso enterrados y sedimentos, que podría ser muy útil para entender los 
cambios post mortem de los huesos causados por el medio ambiente y para 
seleccionar las muestras de hueso con señales biogenéticas bien conservadas.  
El PCA ha demostrado que el perfil de elementos alcalinotérreos de las muestras 
de hueso y sedimentos, como era de esperar, es claramente diferente. Además, la 
superficie externa de los huesos esponjosos es más similar a los sedimentos que a 
la superficie de los huesos corticales. Esto confirma que la capa ósea externa de 
los huesos esponjosos está más alterada que la superficie cortical y la presencia de 
Ca, Mg y Sr es similar a la de las muestras de suelo de los sitios estudiados. Por lo 
tanto, se puede concluir que los factores ambientales tienen un impacto principal 
en los tejidos esponjosos, que son más susceptibles a los procesos diagenéticos, 
que los huesos corticales. A estas conclusiones se puede llegar a partir de los 
cambios en los espectros NIR en los que se puede observar la pérdida de la banda 
de absorción correspondiente a la apatita (el compuesto óseo principal) y a la 
presencia de bandas de arcilla, especialmente en la superficie del hueso 
esponjoso. 
En conclusión, la espectroscopia FT-NIR puede emplearse para predecir los 
contenidos de Ca, Mg y Sr en restos óseos y muestras de suelos, encontrándose 
que el contenido de Ca y Sr era mayor en la parte interna de los huesos, frente a 
los contenidos de Mg que eran más altos en la superficie externa de los huesos y 
en los suelos, y más bajos en la parte interna de los huesos. Nuestro enfoque 
metodológico desarrollado combina la espectroscopía NIR y el análisis estadístico, 
permitiendo predecir la composición mineral ósea de los minerales 
alcalinotérreos, abriendo una nueva perspectiva para la identificación de aquellas 
muestras mejor conservadas en estudios bioarqueológicos e investigaciones de la 
ciencia forense. Respecto a las limitaciones del estudio, debe observarse que se 
basó únicamente en la parte mineral de los restos óseos tratados térmicamente y 
pulverizados antes de las mediciones, perdiendo así información de la parte 
orgánica de los huesos y suelos. Además, la falta de sensibilidad de la 
espectroscopia NIR afecta a la capacidad de estas mediciones para ser empleadas 
para la determinación de elementos traza, pudiéndose determinar únicamente 
componentes principales del hueso, como son Ca, Mg y Sr. 
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3.9. Capítulo 9. Investigaciones forenses de huesos quemados mediante el uso 
de la espectroscopia infrarroja en la región cercana 
 
3.9.1. Introducción 
El análisis de restos humanos quemados es de gran interés entre los forenses y 
antropólogos debido a los problemas asociados a su correcta recuperación, 
identificación y clasificación [1]. Las muestras de hueso quemado proporcionan 
conocimiento de los cambios producidos en el hueso y esta información puede ser 
utilizada posteriormente para los estudios antropológicos y forenses [2]. 
Consecuencia de este interés, durante las últimas décadas, el número de artículos 
publicados sobre el análisis de huesos quemados ha aumentado [3-5]. 
Los huesos quemados pueden clasificarse como carbonizados o como calcinados, 
dependiendo de la exposición térmica a la que han sido sometidos. Pueden exhibir 
un aspecto que varía del negro (si se trata de huesos carbonizados, debido al 
material esquelético y tejido blando) al  blanco (cuando se trata de huesos 
calcinados). Los huesos quemados se consideran incinerados cuando la alteración 
térmica es tan prolongada e intensa que todos los materiales orgánicos y la 
humedad se pierden [6, 7], siendo la estimación de la temperatura máxima de 
exposición un factor crucial para la correcta interpretación de los huesos 
quemados; es por este motivo que se utiliza el cambio de color como método 
indicador del rango de temperatura a las que los restos óseos han sido sometidos 
[6, 8]. El color ha sido descrito cualitativamente mediante comparación visual con 
gráficos estándar, como los denominados  Munsell Soil Color Charts [9]: sin 
embargo, diferentes percepciones o cambios en las condiciones de iluminación 
puede modificar significativamente los resultados observados [6]. Otro método 
utilizado para la determinación del color fue sugerido por Devlin et al. [10] que 
propone la utilización del sistema de coordenadas CIE L*a*b* (CIELAB) para el 
registro de los datos de color de la superficie ósea. Recientemente se ha hecho 
hincapié en los principales errores cometidos en las metodologías empleadas para 
la clasificación y el análisis de los huesos quemados, ya que algunos autores 
indican que el color de los fragmentos óseos son combinaciones de temperatura, 
duración de los tratamientos a temperatura elevada, presencia de oxígeno 
durante la combustión así como las condiciones y contexto en el que se realiza la 
incineración, razón por la que todos estos factores deben ser considerados para 
un correcto estudio de los restos óseos quemados[11, 12]. Nicholson  encontró 
que los cambios de color variaban enormemente entre los huesos quemados, 
atribuyendo estas observaciones a diferentes contenidos orgánicos y a la química 
ósea [13]. Symes et al. indican que se pueden encontrar diferentes alteraciones de 
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color dentro de un solo esqueleto e incluso en un solo hueso, especialmente en 
casos de quema de restos carnosos [14]. Además diversos estudios inciden en que 
otros factores, como los de tipo externos y diagenéticos, podrían modificar el color 
del hueso, produciendo cambios similares a los causados por las altas 
temperaturas [15-17]. En general, el estudio de restos quemados es un desafío 
interpretativo difícil para forenses y antropólogos debido a los diferentes factores 
y aspectos a considerar. 
Desde un punto de vista químico y cristalográfico, a medida que la temperatura 
aumenta la hidroxiapatita, presente en los huesos, tiene una mayor cristalinidad y 
forma cristales más estables y más grandes [18], comenzando la transformación 
más importante a temperaturas de 600 oC [11]. Lanting et al. [19] percibieron el 
potencial de utilizar los huesos calcinados para la datación por radiocarbono, 
indicando que todos los intentos anteriores realizados con huesos quemados 
fracasaron debido a que fueron tratados como huesos carbonizados. Los procesos 
de intercambio de iones bicarbonato disueltos en las aguas del suelo producen 
una contaminación en la bio-apatita que da como resultado fechas demasiado 
jóvenes en la datación por el método del 14C, caso que no ocurre con los huesos 
calcinados [20]. Durante la última década se ha producido un incremento de los 
estudios de datación por radiocarbono en huesos calcinados [21-24]. Además, se 
han llevado a cabo varios estudios para comprender el comportamiento de los 
elementos minerales óseos en condiciones térmicas y la influencia de los procesos 
post-deposicionales en los restos esqueléticos [25-28]. Algunos trabajos han 
demostrado que los procesos post-mortem afectan en igual medida a los huesos 
antiguos cremados y no cremados [27, 28]. Grupe et al. realizaron estudios de 
composición elemental sobre huesos incinerados, concluyendo que la 
reconstrucción de la paleodieta es limitada debido a las pérdidas por volatilización 
y las modificaciones cristalinas causadas por las altas temperaturas [25]. Sin 
embargo, para la relación Sr/Ca, que es el método más utilizado para la 
reconstrucción paleodietaria, es posible utilizar el análisis de regresión.  
La presencia de grupos hidroxilo en la apatita ósea sigue siendo un tema de 
controversia. Algunos estudios creen que una serie de grupos hidroxilo están 
presentes en los huesos arqueológicos [29, 30], mientras que otros argumentan 
que la apatita ósea no contiene concentraciones detectables de grupos hidroxilo 
[31, 32]. La hidroxilación de la apatita ósea se atribuye a la presencia de CO3
2-, de 
acuerdo con dos mecanismos de sustitución de los sitios ocupados por el OH-, a 
través de la llamada sustitución "tipo A", o de los sitios del PO4
-, denominada 
sustitución “tipo B” [31]. También se producen otros intercambios, como la 
sustitución de fluoruro (F-) por hidróxido (OH-), y estroncio (Sr2+) y otros cationes 
(Zn2+, Pb2+) presentes a niveles de trazas  por el ión calcio (Ca2+) [33].  
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A pesar de lo comentado anteriormente, se necesitan estudios adicionales para 
obtener información profunda sobre la composición mineral de los restos óseos, 
cristalinidad de las muestras e influencia de los intercambios de componentes del 
suelo. En este sentido, la espectroscopia infrarroja (IR) se ha utilizado para analizar 
las modificaciones de la apatita ósea durante las calcinaciones, sobre todo en 
muestras de hueso calentadas experimentalmente [34-36]. Sin embargo, los 
impactos relativos que suponen la temperatura y el tiempo de exposición 
permanecen poco claros, por lo que la utilidad del empleo de la espectroscopia IR 
podría limitarse a la evaluación de la presencia en los restos óseos de elementos 
minerales más importantes.  
El objetivo del presente estudio ha sido seleccionar las muestras más adecuadas 
para llevar a cabo estudios forenses y, para ello, se ha evaluado la utilización de la 
espectroscopia de infrarrojo cercano mediante el uso de herramientas 
quimiométricas, como PCA, Cluster Analysis y PLS-DA. Los huesos carbonizados 
son más propensos que los calcinados a la degradación producidos por procesos 
de intercambio con el suelo, por lo que una clasificación de huesos permite 
asegurar los resultados de los análisis de las muestras más adecuadas. En ese 
sentido, para una mejor comprensión de los procesos de modificación ósea post-
mortem, se analizaron tanto la parte interna como la parte externa de los huesos 
quemados así como muestras de sedimentos. Además, se evaluó la determinación 
simultánea de calcio, magnesio y estroncio en los huesos quemados por PLS-NIR 
con el fin de proporcionar una herramienta para evaluar la presencia de 
elementos minerales en los huesos que resulte rápida, directa, sencilla y 
respetuosa con el medio ambiente. 
 
3.9.2. Parte experimental 
9.2.1. Instrumentos 
Los espectros del infrarrojo cercano registrados en este trabajo fueron adquiridos 
en un espectrofotómetro FT-NIR modelo Multi Purpose Analyzer (MPA) de Bruker 
(Bremen, Germany) equipado con una fuente NIR, un divisor de haz de cuarzo y un 
detector de PbS. El equipo dispone de una esfera integradora que permite las 
medidas mediante reflectancia difusa de las muestras contenidas en viales de 
vidrio de 11 mm de diámetro interno y 25 mm de altura. El software Opus 6.5 de 
Bruker se utilizó tanto para el control instrumental, como para la adquisición de 
datos 
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3.9.2.2. Muestras 
Se estudiaron un total de 32 muestras de huesos quemados junto con 6 muestras 
de sedimentos, procedentes de la necrópolis de Corral de Saus [28], fechado entre 
los siglos III y II a.C., período en el que las cremaciones se colocaban en urnas 
donde cada una contenía los restos de un solo individuo. Los huesos se dividieron 
en i) "carbonizados", huesos quemados en atmósfera reductora, ii) "calcinados", 
quemados en atmósfera oxidante, y iii) "desconocidos", para los huesos de 
condiciones de combustión no identificadas. Además, se obtuvieron huesos de 
animales no quemados y sedimentos del interior de las urnas, mezclados con 
cenizas, carbón y huesos humanos. La distribución detallada de las 38 muestras 
del estudio corresponde a  15 partes internas de los huesos (7 carbonizados y 8 
calcinados), 7 de huesos externos (obtenidos de los primeros 2 mm de hueso 
directamente en contacto con los sedimentos), 7 huesos desconocidos, 3 huesos 
de animales no quemados y 6 muestras de sedimento. Adicionalmente, para 
evaluar la capacidad y validez del método analítico desarrollado, se han 
considerado 31 muestras desconocidas procedentes de la Necrópolis de Las Peñas 
[37] y los materiales certificados de referencia correspondientes a hueso (NIST 
1400) y suelo (NIM GBW07408).  
 
3.9.2.3. Método de referencia 
Las muestras fueron sometidas a digestión ácida antes de ser analizadas mediante 
la técnica de  ICP-OES. El método de digestión consistió en la adición de 1.5 ml de 
HCl conc. y 1.5 ml de HNO3 conc. a 0.5 g de muestra, tanto para los huesos como 
para el suelo, en tubos de vidrio, llevándose a cabo en un baño de agua a 100  oC 
durante 40 min. Las soluciones digeridas se transfirieron cuantitativamente a 
tubos de plástico y se diluyeron hasta un volumen final de 15 ml con agua 
destilada. Los intervalos de concentración de las diluciones de la solución digerida 
se adaptaron a la sensibilidad de las mediciones ICP-OES para cada elemento. A 
partir de una disolución patrón multi-elemental que contiene Ca, Mg y Sr a una 
concentración individual de 100 µg ml-1, se prepararon patrones de calibración 
mediante la dilución apropiada, añadiendo HNO3 y HCl a todas las muestras. 
Además, se utilizaron los materiales de referencia NIST 1400 de ceniza de hueso y 
NIM GBW07408 de suelo, para evaluar la exactitud del método analítico. Una 
disolución patrón de Re fue utilizada como estándar interno para las 
determinaciones por ICP-OES [28]. Los contenidos de minerales de las muestras, 
determinados por el método de referencia, se encontraba comprendidos entre 
250 y 461 mg g-1 para el calcio, entre 790 y 34257 µg mg-1 para el magnesio, y 
entre 161 y 1068 µg mg-1 para el estroncio. 
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3.9.3. Resultados y discusión 
9.3.1. Espectros NIR 
Las muestras mineralizadas y pulverizadas en un mortero de ágata se colocaron en 
viales de vidrio transparente de 11 mm de diámetro interno y 25 mm de altura 
para obtener directamente los espectros NIR por reflectancia difusa en unidades 
de Kubelka-Munk. Los espectros se registraron entre 14000 y 4000 cm-1, 
acumulando 50 barridos por espectro y utilizando una resolución óptica de 4 cm-1. 
El background fue adquirido antes de cada serie de medidas, con la esfera de 
integración cerrada y utilizando las mismas condiciones instrumentales que las 
empleadas para las muestras. Se obtuvieron tres réplicas de cada muestra, 
girando la posición del vial entre las réplicas para asegurar una buena 
representatividad. El promedio de los espectros triplicados de cada muestra fue 
empleado para la exploración de datos y para construir los modelos 
quimiométricos.  
En la Figura 9.1 pueden verse  los espectros NIR promedio,  en la región entre 
9000 y 4000 cm-1 sin ningún tipo de tratamiento previo de los datos, de las 
muestras correspondientes a los grupos de: a) hueso calcinado, b) hueso 
carbonizado, c) parte superficial del hueso, d) hueso animal y e) muestras de 
sedimento. Las bandas que se observan en la región de los espectros comprendida 
entre 5500 y 8000 cm-1 corresponde con el primer sobretono de la vibración de 
estiramiento del enlace -OH que aparece en el infrarrojo medio; las bandas de la 
región entre 4000 y 5500 cm-1 se atribuyen a los armónicos de los enlace OH del 
agua y a las bandas de combinación del grupo carbonato; finalmente, las 
absorciones presentes en la región entre 8000 y 12000 cm-1  se relacionan con el 
segundo sobretono de las vibraciones de estiramiento de los grupos OH, en las 
que también se incluyen las bandas correspondientes a las transiciones 
electrónicas resultantes de la presencia de iones metálicos de transición en la 
estructura de los compuestos presentes en las muestras [43]. 
Una descripción de las posiciones y asignaciones de las distintas bandas se incluye 
en la Tabla 9.1 [44-47]. Las principales diferencias encontradas entre los huesos 
quemados, en función de su tratamiento, se basan en la banda situada a 6977 cm-
1, asignada a las vibraciones de estiramiento del grupo OH en la hidroxiapatita, 
presentando una mayor intensidad en los huesos calcinados que en los 
carbonizados. Adicionalmente, la banda situada a 5275 cm-1 también está 
relacionada con la apatita, estando presente en los huesos carbonizados y no en 
los calcinados. Estas dos diferencias pueden indicar la sustitución de CO3
2- en el 
lugar ocupado por los grupos OH debido a la pérdida del grado de hidroxilación 
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durante el proceso de carbonización, siendo por tanto estos huesos menos 
resistentes a la alteración diagenética que los huesos calcinados. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9.1. Espectro NIR promedio 
correspondientes a las muestras de los 
grupos de muestras consideradas en el 
estudio, en la región entre 9000 y 4000 
cm
-1
, sin tratamiento previo de datos. 
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Tabla 9.1. Asignación de las principales bandas NIR presentes los espectros 
correspondientes a los restos esqueléticos y a las muestras de sedimentos. 
 
CLN: Hueso calcinado; CRB: Hueso carbonizado; EXT; Hueso externo; ANM: Hueso animal; 
SED: sedimentos 
 
3.9.3.2. Análisis exploratorio 
3.9.3.2.1. PCA 
Como se ha venido indicando a lo largo de la memoria de esta Tesis Doctoral, el 
PCA es hoy en día la estrategia quimiométrica más común para el análisis 
exploratorio sin supervisión de datos experimentales, proporcionando el gráfico 
de scores una buena visión de las tendencias de los diferentes componentes y su 
relación. La Figura 9.2a muestra el gráfico de puntuaciones, para el primer y 
segundo componente principal, obtenido a partir de los espectros NIR de las 
muestras de las Necrópolis Corral de Saus y Las Peñas, después del pre-
tratamiento FD y MC, y seleccionando la región entre 9000 y 4000 cm-1. Los dos 
primeros componentes principales representan el 72.61% de la varianza explicada, 
siendo el 41.39% y el 31.22% para PC1 y PC2, respectivamente.  
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Figura 9.2. a) Gráfico de scores y b) gráfico de loadings obtenidos a partir de los espectros NIR 
de las muestras de las Necrópolis de Corral de Saus y Las Peñas, después de FD y MC en la 
región comprendida entre 9000 y 4000 cm
-1
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En la dirección de PC1, se puede apreciar que los espectros NIR de las muestras de 
sedimento son claramente diferentes de los correspondientes a las muestras de la 
parte interna de los huesos. Además unos pocos espectros de la parte externa de 
los huesos están situados más cerca de los sedimentos, mientras que otros se 
encuentran más cerca de las muestras correspondientes a la parte interna de los 
huesos. Como ya se ha evidenciado en un estudio previo [28] esto indica que la 
parte externa de los huesos ha sufrido cambios más fuertes que la parte interna 
de los huesos debido, principalmente, a los factores digenéticos. En la dirección de 
PC2 se puede observar que los espectros de huesos calcinados de Corral de Saus 
están situados más hacia la zona baja del gráfico mientras que los huesos 
carbonizados más hacia arriba. Por otra parte, los espectros de los huesos de la 
Necrópolis de Las Peñas se localizan cerca de la parte interna de los huesos de 
Corral de Saus, indicando similitudes entre estos dos grupos de muestras; este 
mismo comportamiento se observa para los espectros materiales certificados de 
referencia correspondientes a hueso (NIST 1400). La Figura 9.2b muestra el gráfico 
de loadings para una mejor comprensión de la distribución de las muestras en el 
gráfico del PCA, indicando que los números de onda responsables de la 
clasificación obtenida son aquellos encontrados  alrededor de 7000 cm-1 y entre 
5500 y 4000 cm-1. En consecuencia, se puede observar que el análisis PCA 
utilizando los espectros NIR ofrece una herramienta rápida, sencilla, directa y 
sostenible para identificar los cambios en los huesos causados por los factores 
ambientales. 
 
3.9.3.2.2. Cluster 
La Figura 9.3 muestra el dendrograma obtenido a partir de los espectros de las 
muestras de Corral de Saus, después de un tratamiento previo con FD y MC de y 
seleccionando la región de 9000 a 4000 cm-1, utilizando el promedio pareado 
como medida de distancia. Se observa que para un valor de corte mínimo de 
0.016, todas las muestras se clasificaron en dos grupos principales, que 
corresponden a sedimentos y huesos. El primer grupo incorpora todos los 
sedimentos, junto con 5 muestras de la parte externa de los huesos, 
probablemente debido a que estas muestras fueron alteradas por factores 
ambientales. El segundo grupo se basa en las muestras de la parte interna de los 
huesos, donde se pueden ver animales, huesos carbonizados y calcinados junto 
con muestras desconocidas y 2 partes externas de los huesos. Para un valor de 
corte de 0.012 las muestras se clasificaron como sedimentos, huesos de animales 
y parte interna de los huesos. Para un valor de corte de 0.0075, las muestras se 
clasificaron como huesos calcinados y carbonizados. Por tanto, se puede concluir 
que existen muestras similares a los sedimentos, como son la parte externa de los 
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huesos, y muestras diferentes al suelo, como los huesos calcinados que aparecen 
situados en la parte opuesta del dendrograma,  de modo que el análisis cluster 
indica que los huesos calcinados presentan menos cambios estructurales que la 
parte carbonizada y externa de los huesos.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9.3. Clasificación dendrográfica obtenida a partir del análisis clúster de las muestras de 
huesos y sedimentos, a partir de sus espectros NIR después del tratamiento previo de FD y MC, en 
la región de 9000 a 4000 cm
-1
, en relación con la clasificación de huesos calcinados, carbonizados, 
de animal, parte externa de huesos y sedimentos, utilizando el promedio pareado como medida de 
distancia 
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En la Figura 9.4 se ha incluido un dendrograma establecido a partir de 
espectros de la parte interna de los huesos y construido mediante el criterio 
de Kmeans nearest como medida de distancia. En este caso, se puede apreciar 
que para un valor de corte mínimo de 0.008, las muestras se clasificaron en 
los dos grupos principales, correspondientes a los de los huesos calcinados y 
carbonizados. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9.4. Clasificación dendrográfica obtenida a partir del análisis clúster de las muestras de 
huesos y sedimentos, a partir de sus espectros NIR después del tratamiento previo de FD y 
MC, en la región de 9000 a 4000 cm
-1
, en relación con la clasificación de huesos calcinados y 
carbonizados usando el grupo K-means nearest como método de medida de la distancia 
 
3.9.3.3. PLS-DA 
El principal objetivo que se persigue con el PLS-DA de los espectros de las 
muestras es el de construir un modelo de calibración/predicción que pueda 
aplicarse en la clasificación de futuras muestras, ya que las asignaciones de las 
clases de huesos quemados no siempre es posible únicamente a partir de la 
comparación del color de los restos. El PLS-DA se puede aplicar para clasificar las 
muestras de hueso, dependiendo de sus condiciones de combustión, utilizándose 
para ello un conjunto de calibración formado por los huesos internos de Corral de 
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Saus, diferenciados en "calcinados" y "carbonizados", y aplicando el método de 
validación cruzada con el criterio "leave-one-out" en el conjunto de calibración 
para seleccionar el número óptimo de variables latentes del modelo PLS-DA. La 
Figura 9.5 ilustra la clasificación para PLS-DA, después del tratamiento previo de 
FD y MC para la región de los espectros comprendida entre 9000 y 4000 cm-1.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9.5. Clasificación por PLS-DA de los espectros NIR de los huesos, después 
del pre-tratamiento FD y MC en la región de 9000 a 4000 cm
-1
. 
 
Se puede observar que existe una buena separación de clases entre los huesos 
calcinados y carbonizados para el conjunto de calibración, utilizando únicamente 
una variable latente, que explica el 70.83% de la varianza total del bloque de datos 
X y el 83.56% del bloque de datos Y. Los resultados de sensibilidad y especificidad 
para la clasificación mediante PLS-DA fueron del 100% para el conjunto de 
calibración y para la validación cruzada, obteniéndose resultados satisfactorios 
para la clasificación de las muestras en verdaderos positivos y negativos, lo que 
indica una excelente separación de las clases. Tanto la eficiencia como la precisión 
fueron del 100% y el MCC tuvo un valor de 1. Además, el modelo PLS-DA fue 
validado empleando pruebas de permutación, usando 30 iteraciones y una 
variable latente. Se obtuvieron p-valores de 0.010 y 0.008 para la auto-predicción 
y la validación cruzada, respectivamente, mediante el empleo de una prueba de 
Calcined 
Carbonized 
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asignación al azar para evaluar los residuales, lo que confirma la validez del 
modelo PLS-DA original a un nivel de confianza del 95%.  
El modelo PLS-DA seleccionado se aplicó al estudio de los espectros NIR de 
muestras óseas sometidas a condiciones de combustión desconocidas, 
procedentes del Corral de Saus y la Necrópolis de Las Peñas, junto con muestras 
de huesos de animales no quemados. Como se puede apreciar en los resultados 
mostrados en la Figura 4, todas las muestras de hueso animal aparecen 
distribuidas de similar a los huesos carbonizados, mientras que algunos de los 
huesos desconocidos se asignaban a la clase de huesos calcinados y otros a la clase 
de huesos carbonizados. 
Por lo tanto, se puede concluir que el PLS-DA permite clasificar de forma adecuada 
los huesos en calcinados o carbonizados, evitando las confusiones que en 
ocasiones supone la interpretación visual. Dado que los huesos calcinados son más 
resistentes a la alteración diagenética que los carbonizados debido a su alta 
cristalinidad, el PLS-DA permite asegurar la selección adecuada de huesos para los 
estudios forenses, tanto biológicos como los  basados en el método del 
radiocarbono, además de otros estudios sobre la composición mineral de restos 
humanos relativos a aspectos culturales, dietas o hábitos de vida. 
 
3.9.3.4. Modelos PLS 
Los modelos de regresión PLS se construyeron para predecir, a partir de sus 
espectros NIR, la concentración de los elementos más importantes encontrados en 
las muestras de hueso estudiadas. Se utilizaron 38 muestras de la Necrópolis 
Corral de Saus como conjunto de calibración y, para confirmar la idoneidad de la 
estrategia del pre-procesamiento elegida, se utilizaron 31 muestras de la 
Necrópolis de Las Peñas como conjunto de validación externa. En la Tabla 9.2 
aparecen indicados los valores promedio, la desviación estándar y el rango de 
concentraciones de los elementos Ca, Mg y Sr, tanto para el conjunto de 
calibración como el de validación. Además, una muestra de hueso Ceniza NIST 
1400 se utilizó como material de referencia para evaluar la exactitud y precisión 
del procedimiento analítico. 
Para construir los mejores modelos se estudiaron diferentes pre-procesamientos y 
regiones espectrales, siendo elegida la región comprendida entre 9000 y 4000 cm-1 
y la FD (con una ventana de 15 puntos y utilizando un polinomio de segundo 
orden) junto con el tratamiento MC como pre-procesamiento de la señal para 
todos los elementos. 
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Tabla 9.2. Rangos de concentración de los conjuntos de calibración y validación de los 
elementos minerales determinados. 
 
SD: desviación estándar 
 
Se seleccionaron 3, 8 y 3 LVs para los modelos del calcio, magnesio y estroncio, 
respectivamente, con una varianza explicada de 72.62%, 95.9% y 87.61% para 
variables X y 72.77%, 99.61% y 80.90% para variables Y, respectivamente. Se 
identificaron como aberrantes, debido a sus valores elevados de Q residuales y T2 
Hotelling,  3 muestras en los modelos de calibración de Ca y Sr y 2 en el caso del 
Mg, que fueron eliminadas antes de la construcción de los modelos PLS. Además, 
se retiraron 2 muestras para el conjunto de validación de Sr. 
La Figura 9.6 muestra la correlación entre los valores predichos y de referencia 
para las concentraciones de Ca, Mg y Sr para los conjuntos de calibración 
(muestras de la Necrópolis Corral de Saus) y validación (muestras de la Necrópolis 
de Las Peñas) y en la Tabla 9.3 se resumen Los principales parámetros de 
calibración y validación de los modelos PLS-NIR desarrollados, con unos buenos 
valores de los coeficientes de determinación R2cal y R2CV. Como puede verse, se 
obtuvieron valores aceptables de RRMSEP para el calcio, próximos al 5%; sin 
embargo, la predicción de los contenidos de Mg y Sr proporcionó valores de 
RRMSEP mucho mayores, especialmente en el caso del Mg. Los valores de RPD 
fueron 0.86, 0.24 y 1.08, para Ca, Mg y Sr, respectivamente. 
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Figura 9.6. Regresiones entre los valores predichos y de referencia obtenidas para la 
determinación de calcio, magnesio y estroncio en restos óseos 
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3.9.4. Control de calidad (QC)  
El material de referencia certificado de ceniza de hueso NIST 1400 se midió en las 
mismas condiciones que las muestras, durante 18 días y en tres momentos 
diferentes de cada sesión, coincidentes con el comienzo, la mitad y el final de la 
misma. Con el fin de evaluar el método propuesto, se utilizaron la precisión inter-
día y la exactitud de las mediciones obtenidas para esta muestra de referencia. La 
precisión se expresó como el coeficiente de variación de los resultados obtenidos 
durante 18 días diferentes y la exactitud se expresó como el sesgo entre el valor 
predicho y el valor certificado dividido por el valor certificado, expresado como 
porcentaje. Los coeficientes de variación (CV) varían de 0.2% hasta 1.8% para Ca y 
Sr, siendo los datos encontrados para Mg entre 4.7% y 13.8%. Por otro lado, el 
sesgo obtenido para el material de referencia fue inferior al 10% en el caso de 
determinación de Ca y Sr, con un intervalo de errores relativos entre -4.3% y -2.3% 
para Ca y desde el 6.9% hasta 9.9% para Sr, mientras que en el caso del Mg 
variaron del -26,5% hasta el -8,4% (véase resultados de la Tabla 9.4). Además, el 
PCA permitió evaluar cualitativamente la precisión del método mediante la 
visualización de la proyección de datos, debido al hecho de que las repeticiones se 
colocaron todas juntas y cerca de los huesos calcinados. 
 
Tabla 9.4. Parámetros de precisión y exactitud de la metodología PLS-NIR 
propuesta para la determinación de calcio, magnesio y estroncio en el 
material de referencia ceniza de hueso NIST 1400. 
 
 
 
 
3.9.5. Evaluación del método propuesto 
Como se ha explicado en las secciones anteriores, la metodología NIR desarrollada 
nos permitió identificar las muestras mejor conservadas y predecir Ca, Mg y Sr en 
los huesos quemados. Sin embargo, es necesario evaluar las ventajas y 
desventajas de la metodología propuesta frente al método de referencia, 
pudiéndose concluir que la metodología de espectroscopia NIR es más rápida que 
la ICP-OES para la preparación y medición de las muestras y para la obtención de 
los resultados. Sin embargo, la falta de sensibilidad del NIR es la principal 
limitación del método, siendo determinados únicamente los elementos 
mayoritarios de los huesos como Ca, Mg y Sr.  
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El procedimiento NIR propuesto y la metodología de referencia ICP-OES se 
evaluaron mediante comparación según el llamado Certificado Verde, ya explicado 
en capítulos precedentes de esta Tesis. La Figura 9.7 muestra los resultados 
obtenidos en esta evaluación verde de los procedimientos FT-NIR e ICP-OES.  
 
 
Figura 9.7. Evaluación verde de los procedimientos PLS-NIR e ICP-OES para la determinación 
de Ca, Mg y Sr en los restos óseos. 
 
Se asignó un punto de penalización al método FT-NIR debido al consumo de 
energía por la mineralización de muestras en el horno de mufla previa a la 
obtención de los espectros de reflectancia difusa, obteniéndose una clasificación 
final en la categoría A del Certificado Verde, con una puntuación de 99. Para el 
ICP-OES, la puntuación final fue de 86.5 debido a que se asignaron 2 puntos de 
penalización por el uso de HNO3 y HCl en el tratamiento de la muestra, el uso de 
soluciones estándar y de argón para la generación de plasma; 3 puntos de 
penalización por el consumo de energía por el horno de mufla y el ICP-OES, y 8.5 
puntos de penalización por los residuos generados. Por lo tanto, el método ICP-
OES debe ser considerado como una clase B en el ranking del Green Certificate. 
 
3.9.6. Aplicaciones forenses 
Los antropólogos forenses correlacionan la temperatura máxima de exposición de 
los restos óseos con los cambios de color para obtener una interpretación correcta 
de los huesos quemados. La estimación de esta temperatura podría ser una tarea 
difícil, dado que la observación de los cambios de color es un método subjetivo y 
confuso, debido a los diferentes factores que deben ser considerados como la 
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propia temperatura, el tiempo, la disponibilidad de oxígeno y factores externos y 
diagenéticos. Los huesos calcinados son más resistentes a alteraciones 
ambientales que los carbonizados, por lo que los huesos calcinados son más 
adecuados para los estudios de investigación sobre la datación con radiocarbono y 
la reconstrucción de la dieta mediante el uso de la proporción Sr/Ca. El análisis de 
PCA utilizando los espectros NIR ofrece una herramienta rápida y verde para 
identificar los cambios en los huesos causados por factores ambientales, que 
permitiría una adecuada selección de las muestras para estudios posteriores, 
evitando errores interpretativos relacionados con la estructura y composición 
química de los huesos que pueden haber sido modificados post-mortem por 
factores diagenéticos. 
Por otra parte, el uso de PLS-NIR como metodología de cribado para la estimación 
de Ca, Mg y Sr ofrece un valor adicional al empleo de los espectros NIR en los 
estudios de restos óseos. 
 
3.9.7. Conclusiones Capítulo 9 
Se obtuvieron resultados interesantes utilizando PCA, análisis cluster y PLS-DA 
para clasificar los huesos quemados a partir de los espectros NIR. El PCA, 
utilizando dos componentes principales, fue capaz de discriminar los restos óseos 
afectados por los procesos diagenéticos post-deposicionales de los relativamente 
libres, debido a la falta de intercambios con los componentes del suelo. El HCA 
permitió diferenciar claramente huesos calcinados y carbonizados y podría ser útil 
para entender de una manera más o menos clara el tratamiento térmico que 
hayan podido experimentar restos óseos desconocidos. Por su parte, el PLS-DA 
proporcionó una herramienta exacta para discriminar entre huesos calcinados y 
carbonizados, permitiendo clasificar con precisión los huesos quemados 
desconocidos.  
A partir de un estudio previo sobre huesos enterrados de dos necrópolis romanas 
tardías [51], el uso de la espectroscopia NIR combinada con la quimiometría 
proporcionó un método rápido y adecuado para determinar la concentración de 
calcio, magnesio y estroncio en huesos quemados, con el objetivo de comprender 
la necrosis post-mortem a partir de los cambios producidos como consecuencia de 
la degradación ambiental.  
En resumen, se puede concluir que las metodologías propuestas, basadas en el 
uso de la espectroscopia NIR combinada con herramientas quimiométricas, 
proporcionan un enfoque rápido y sostenible para seleccionar las muestras más 
adecuadas para realizar estudios forenses y evaluar los elementos minerales más 
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importantes en restos óseos. Este interés resulta muy importante debido que los 
huesos carbonizados son más propensos a los procesos post-deposicionales que 
los calcinados, produciendo producir importantes errores a partir de las 
interpretaciones de los análisis realizados sobre los restos óseos. Además, los 
modelos de regresión PLS construidos a partir de los espectros NIR 
proporcionaron una herramienta de predicción, rápida y sencilla, para estimar los 
contenidos de Ca, Mg y Sr en los huesos quemados. 
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Conclusiones 
De los estudios realizados durante el desarrollo de esta Tesis para la aplicación de 
la espectroscopia MIR, NIR y Raman en tres ámbitos diferentes, como son las 
muestras de alimentos, muestras ambientales y muestras arqueológicas, se 
extraen las siguientes conclusiones generales y específicas. 
 
Conclusiones generales 
Una de las grandes ventajas de la espectroscopia vibracional, es su versatilidad, ya 
que permite el análisis de una gran variedad de muestras con independencia del 
estado físico en el que se encuentren. 
Cuando no es posible disponer de calibrados externos adecuados, el análisis de 
muestras mediante la espectroscopia MIR, NIR o Raman, combinada con el 
tratamiento quimiométrico de los datos, requiere utilizar un conjunto de muestras 
de referencia que tenga las mismas características que las muestras a analizar, 
siendo todas ellas representativas del conjunto de datos. Además, si se trata de un 
análisis cuantitativo  es necesario un método de referencia para conocer las 
propiedades y concentraciones de los analitos, siendo normalmente metodologías 
que precisan de etapas previas de pre-tratamiento de la muestra, uso de reactivos 
y disolventes, generan residuos y suponen un coste y consumo de tiempo 
elevados. Como alternativa a estas metodologías se han desarrollado 
procedimientos que combinan la espectroscopia vibracional con métodos 
quimiométricos que permiten extraer la información requerida a partir del 
tratamiento de datos y determinar, de manera simultánea, varios analitos, con 
escasa preparación y manipulación de las muestras. 
La espectroscopia NIR, MIR y Raman permiten la inspección y el análisis de las 
muestras prácticamente en tiempo real ya sea en la línea de producción o a través 
del producto final, de una manera rápida y sencilla, tratándose en muchos casos 
de análisis no destructivos, por lo que se consideran metodologías ideales para el 
control de calidad de materias primas y control de calidad de productos acabados, 
en el laboratorio y durante el proceso de fabricación. La espectroscopia NIR es 
menos útil para la identificación de compuestos que la espectroscopia MIR, y más 
útil para el análisis cuantitativo. Si bien la espectroscopia MIR ha sido la técnica 
vibracional más utilizada en años anteriores para la identificación de materiales, 
está ganando fuerza en el análisis cuantitativo. En cuanto la espectroscopia NIR, es 
necesario trabajar con mayor cantidad de muestra que la requerida en el MIR, 
pero al igual que el Raman, pueden utilizarse sin la necesidad de manipular o 
poner en contacto las muestras con el material de medida, empleando 
contenedores de vidrio y evitando así una posible contaminación de las muestras.  
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Debido a que no se requieren ni reactivos ni disolventes, no se crea ningún residuo 
peligroso, por lo que también se puede reducir el coste de las pruebas, aún más si 
se trata de análisis de rutina. 
 
Además de las conclusiones antedichas también se incluyen las conclusiones 
específicas ordenadas según los trabajos que integran la presente memoria: 
 
Conclusiones epecíficas 
 
Parte 1. Muestras de alimentos 
Capítulo 1. Determinación directa de componentes mayoritarios en alimentos 
El objetivo fijado de este estudio fue evaluar la espectroscopia NIR y MIR junto con 
herramientas quimiométricas, para la determinación directa de componentes 
mayoritarios (grasa totale, proteínas y carbohidratos) y valor energético total de 
alimentos elaborados como tarritos de comida para  bebés, menús infantiles de 
comida rápida y menús para adultos de comedores colectivos. 
A partir de los resultados obtenidos se puede concluir que los modelos PLS-NIR 
construidos después de la selección del conjunto de calibración mediante el 
algoritmo K-S y una correcta selección de regiones espectrales, pre-procesado y 
número de variables latentes, proporcionan  una herramienta rápida y sostenible 
para el análisis de grasa, proteínas, carbohidratos y valor energético en muestras 
sin la necesidad de utilizar reactivos ni disolventes. 
 
Capítulo 2. Determinación de compuestos polares en aceites 
En el estudio sobre la comparación de la espectroscopia FT-NIR y FT-MIR para la 
determinación de compuestos polares en aceites de fritura usados, los resultados 
encontrados indican que tanto las medidas por transmisión en el NIR como las de 
reflectancia total atenuada en el MIR, combinadas con el uso de la calibración 
multivariante PLS, pueden ser consideradas como una alternativa rápida, directa y 
sostenible para la determinación de TPM en aceites de fritura. Además, el método 
PCA  facilita la clasificación de las muestras distinguiendo aquellas con un alto 
contenido de TPM de las de bajo contenido a partir del gráfico de puntuaciones. 
En resumen, estos estudios evidencian que el MIR y especialmente la técnica NIR 
ofrecen una alternativa para la evaluación de calidad de muestras de aceite frito 
con errores de predicción aceptables. 
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El estudio detallado de la determinación de TPM en aceites a través de las 
medidas de transmisión en el NIR ha permitido, a partir de la reducción del 
número de variables de los espectros, comparar las técnicas de MLR y PLS, para la 
selección de un número reducido de variables que permita escoger únicamente 4 
números de onda para llevar a cabo la determinación con una adecuada precisión 
y capacidad predictiva. 
El uso de modelos quimiométricos, aplicado a los espectros NIR de transmisión de 
aceites fritos, permite la determinación exacta de TPM con valores de RRMSEP de 
6.5% y RPD de 9.2. Además el modelo MLR-NIR, construido a partir de espectros 
NIR con variables reducidas, proporcionó una buena correlación entre los 4 
números de onda seleccionados y el contenido de TMP medido por el método de 
referencia, con un valor R2pred de 0.96 y un RPD de 5.0. Estos resultados son 
adecuados para fines analíticos con una precisión de predicción excelente 
pudiendo ser utilizados para diseñar un instrumento de bajo coste fabricado con 
un sistema de filtros o LED’s que permitiera trabajar a los cuatro número de onda 
seleccionados para una evaluación rápida y barata de la calidad del aceite de 
fritura 
 
Capítulo 3. Determinación de lípidos en aceite de salmón 
En el estudio centrado en buscar alternativas al hexano como disolvente para la 
extracción de lípidos en salmón, se llevaron a cabo estudios sobre la solubilidad 
relativa de los componentes del pescado en diferentes disolventes mediante los 
métodos de Hansen Solubility Parameter (HSP) y Conductor-like Screening Model 
for Real Solvent (COSMO-RS). Además se realizaron estudios experimentales para 
comparar la eficiencia de disolventes alternativos al hexano. 
Los estudios de simulación de Hansen y Cosmo-RS sobre el carácter de solvatación 
de los disolventes, para una serie de clases del aceite salmón indicaron que el d-
limoneno y el p-cimeno eran similares al hexano para solvatar los TAGs frente a 
otros compuestos lipídicos. Además, los valores RED de Solubilidad de Hansen 
predijeron que el CPME podría ser el mejor disolvente para solubilizar todos los 
compuestos considerados, resultando el resto de los disolventes más específicos 
para las distintas clases de lípidos. Sin embargo, los valores obtenidos de COSMO-
RS indican que CPME, EtAc y MeTHF podrían solvatar de manera similar a TAGs, 
DAGs, FFAs y al ergosterol. 
Al considerar los datos experimentales obtenidos en el análisis por HPTLC y GC-
FID, los resultados por HPTLC indican que los TAGs es la clase predominante de los 
lípidos extraídos con una riqueza entre 73-77%, seguido de DAGs (15-20%), FFAs 
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(5-6%) y ergosterol (2-3%). Sin embargo, se encontró que los extractos obtenidos 
empleando p-cimeno y limoneno contenían mayores niveles de DAGs y, por el 
contrario, cantidades más reducidas de TAGs que los extractos correspondientes a 
los otros disolventes. Este fenómeno podría explicarse por la degradación lipídica 
debida al uso de las temperaturas para trabajar con p-cimeno y limoneno, a pesar 
de los prometedores valores de predicción proporcionados por HSP y COSMO-RS, 
que indicaban que tanto el p-cimeno y como el limoneno eran, teóricamente, los 
mejores disolventes para extraer los TAGs del salmón. Por otra parte, las 
cantidades de los ácidos grasos extraídos, determinados por GC-FID, indicaron que 
todos los disolventes proporcionan un perfil de ácidos grasos similar, excepto el 
limoneno y, especialmente, el p-cimeno, que daban lugar a la presencia de 
pequeñas cantidades de algunos ácidos grasos insaturados, probablemente 
debido al hecho de que los dobles enlaces de los PUFAs son más propensos a la 
oxidación debido a las temperaturas más elevadas implicadas en el uso de 
limoneno y p-cimeno. 
La estrategia empleada en este estudio podría utilizarse como una guía para 
buscar disolventes verdes alternativos al hexano para la extracción de lípidos. 
En resumen, se puede concluir que existen algunas diferencias entre los valores de 
solvatación teóricos predichos y los estudios experimentales sobre el uso de 
disolventes alternativos para la extracción de lípidos, pero que estas diferencias 
podrían deberse a que las simulaciones computacionales no consideran algunos 
aspectos como el tiempo y temperatura de extracción, u otros parámetros como 
la entalpía de vaporización o el punto de fusión de los compuestos considerados. 
Estas condiciones pueden modificar la fracción lipídica extraída.  
En general, los resultados experimentales mostraron que EtAc era el disolvente 
más adecuado para reemplazar el hexano, debido a sus propiedades para extraer 
todas las clases de lípidos, tales como TAGs, DAGs, FFAs y ergosterol, en las 
muestras de salmón. Dado que se han considerado otros parámetros como punto 
de ebullición, Log P, categoría de toxicidad y energía requerida para la 
evaporación del disolvente; se puede concluir que EtAc podría ser un buen 
disolvente alternativo para la extracción de lípidos del salmón, ya que EtAc no 
proporciona emisiones de compuestos orgánicos volátiles, es un disolvente 
biodegradable y no tiene efectos tóxicos. 
La estrategia expuesta podría ser útil para evaluar disolventes alternativos en 
otros campos con el fin de mantener la capacidad de extracción de los disolventes 
clásicos, pero mejorando la sostenibilidad de los procesos, y evitando efectos 
secundarios. 
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Considerando los extractos lipídicos del salmón obtenidos en la parte 
experimental del estudio previo, se consideró la posibilidad de evaluar la técnica 
NIR en combinación con los modelos PLS para la determinación simultánea de i) 
ácidos grasos, como oleico, palmítico, linoleico y linolénico, ii) familias de ácidos 
grasos, como omega-3, omega-6, ácidos grasos poliinsaturados, ácidos grasos 
monoinsaturados y ácidos grasos saturados, y iii) clases de lípidos, como 
triacilglicéridos, diacilglicéridos, ácidos grasos libres y ergosterol en aceite de 
salmón. 
El método PLS-NIR desarrollado se basa en medidas de transmisión, no 
destructivas y permite la cuantificación simultánea de varios ácidos grasos, como 
OA, PA, ALA y LA así como omega-3, omega-6, PUFAs, MUFAs y SFAs, además de 
clases de lípidos como TAGs, DAGs, FFAs y ergosterol en el aceite de salmón, 
evitando el uso de reactivos tóxicos o peligrosos junto con una drástica reducción 
en el tiempo y el consumo de energía. Sin embargo, la exactitud y la robustez del 
método mantienen el nivel de detección para el ácido palmítico, linolénico y 
MUFAs. En resmen, se puede concluir que los modelos PLS-NIR ofrecen una 
herramienta de alto valor de detección para la caracterización de muestras de 
aceite de pescado de salmón con una buena capacidad predictiva para ergosterol, 
FFAs, DAGs, TAGs, omega-3 y PUFAs. 
 
Capítulo 4. Control de calidad de los aditivos umami por Raman y espectroscopia 
infrarroja en la región cercana 
El objeto de este estudio fue el desarrollo de métodos analíticos para la 
determinación de MSG, GMP e IMP en aditivos alimentarios industriales de 
Umami, basados en medidas directas por espectroscopia vibracional. 
Las técnicas de espectroscopia NIR y Raman proporcionan alternativas rápidas y 
ecológicas para determinar simultáneamente MSG, GMP e IMP en aditivos umami. 
Para mezclas binarias compuestas por GMP e IMP, ambas técnicas combinadas 
con PLS ofrecen procedimientos precisos para el análisis cuantitativo de estas 
muestras. Sin embargo, para las mezclas ternarias compuestas por MSG, GMP e 
IMP, los resultados obtenidos mediante la espectroscopia NIR fueron mejores que 
los encontrados por Raman. En resumen, estos estudios ponen de manifiesto que 
para el análisis de aditivos umami, PLS-NIR ofrece una herramienta precisa para la 
determinación de MSG, GMP e IMP, siendo una clara alternativa verde a los 
métodos tradicionales basados en el empleo de las técnicas cromatográficas, que 
presentan un gran consumo de tiempo y un coste considerable, además de 
requerir la disolución previa de la muestra. 
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La espectroscopia NIR permite obtener resultados en un periodo de tiempo 
relativamente bajo y sin pre-tratamiento de muestras, siendo un buen método 
alternativo para la inspección rápida de preparados de aditivos alimentarios para 
asegurar la calidad de las mezclas umami antes de su uso en la elaboración de 
alimentos. 
 
 
Parte 2. Muestras ambientales y de interés agrícola 
Capítulo 5. Evaluación de los compost para su posterior uso en la agricultura 
mediante espectroscopia infrarroja NIR y MIR 
Los métodos de calibración multivariante desarrollados utilizando tanto la 
espectroscopia MIR como NIR, ofrecen una alternativa sostenible para la 
determinación de compuestos fenólicos totales en muestras de compost. Sin 
embargo, al comparar las principales características analíticas de los dos métodos 
desarrollados, se puede concluir que el NIR proporciona un poder de predicción 
mejor en comparación con el MIR, si se tienen en cuenta los valores de RPD y el 
RMSEP para el conjunto de validación, que fue de 0.19 mg de equivalente de ácido 
gálico por gramo de masa seca (mg GAE g-1 DW) para NIR y de 0.27 mg GAE g-1 DW 
para MIR. La principal conclusión es que se pueden emplear las dos metodologías 
propuestas para la determinación de TPC, siendo las medidas NIR más rápidas y 
seguras debido a que las muestras se introducen en viales de vidrio, mientras que 
en el MIR es necesario aplicar un protocolo de limpieza adecuado para evitar la 
contaminación cruzada entre muestras durante el proceso de medida sobre el 
cristal ATR. Sin embargo, está claro que los modelos con espectros NIR 
proporcionaron una mejor modelización (valores más bajos de calibración, 
validación cruzada y predicción) que los obtenidos a partir de espectros ATR-MIR. 
Por lo que se refiere a la predicción de los contenidos de carbono orgánico y de 
nitrógeno total en muestras de compost y residuos orgánicos por espectroscopia 
infrarroja, se puede concluir que los métodos basados en PLS-MIR proporcionan 
mejores resultados que el PLS-NIR, sin que en ninguno de los dos casos puedan 
considerarse excelentes. En ese sentido habría que destacar que ofrecen 
alternativas verdes sostenibles para la determinación de OC y TN, adecuadas para 
fines de cribado. El procedimiento NIR está libre del uso de reactivos y residuos, 
mientras que el procedimiento MIR requiere pequeñas cantidades de disolventes 
de limpieza, produciéndose volúmenes reducidos de residuos. 
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Capítulo 6. Determinación de benceno, tolueno, etilbenceno y xilenos en suelos 
mediante espectroscopia infrarroja en la región media en fase de vapor 
 
El objetivo de este trabajo era el de desarrollar una metodología simple que 
combine el uso del muestreo HS con la detección IR para una determinación 
rápida y directa de BTEX en muestras de suelo, evitando el uso de disolventes y 
reactivos y sin la necesidad de una separación cromatográfica. Para ello se utilizó 
el tratamiento quimiométrico de los espectros medidos en fase vapor para la 
determinación del benceno, tolueno, etilbenceno, orto-, meta- y para-xileno 
eliminando las interferencias espectrales del agua y del CO2, utilizando una 
metodología desarrollada en nuestro laboratorio. 
Los resultados indicaron que la espectroscopia infrarroja, combinada con técnicas 
de calibración multivariante, proporciona una herramienta adecuada para la 
determinación simultánea de compuestos BTEX en suelos contaminados de forma 
rápida y sin ningún pre-tratamiento químico de la muestra, si bien es cierto que su 
sensibilidad no es comparable a la de los métodos cromatográficos. 
El uso del espacio de cabeza, para la generación del vapor del analito, reduce los 
errores experimentales asociados a la etapa de preparación y disminuye el tiempo 
de análisis a sólo 7 minutos, incluyendo el requerido para el calentamiento y  
medida de cada muestra. Además, el tiempo de análisis puede reducirse cuando 
se calientan juntas varias muestras. Por lo tanto, se ha demostrado que el HS-FT-IR 
ofrece una técnica verde adecuada para la determinación precisa de BTEX 
mediante calibración PLS con coeficientes de variación entre 0.9-11.2, 0.4-4.7, 1.2-
7.2, 0.9-9.3, 2.0- 7.0 y 0.4-8.0 para el benceno, tolueno, etilbenceno, orto-, meta- y 
para-xileno, respectivamente. Para una muestra real de suelo contaminado, 
tomada de un área de derrame de combustible, los modelos PLS en la región 
3258-3001 y 913-567 cm-1 y pre-tratamiento de primera derivada y centrado en la 
media fueron la mejor opción para determinar benceno, tolueno, etilbenceno, 
orto- y para-xileno, mientras que para la determinación del meta-xileno se 
requiere el empleo de la segunda derivada y el centrado en la media de los datos 
como pre-tratamiento en la región de 913-567 cm-1. 
 
Capítulo 7. Correcciones de vapor en espectroscopia infrarroja 
La presencia de interferencias espectrales supone un problema para la obtención 
de resultados exactos cuando se emplea la espectroscopia infrarroja. Por ese 
motivo, el objetivo de este estudio era evaluar un método flexible y automatizado 
para evitar las interferencias espectrales de los vapores orgánicos en los espectros 
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FTIR medidos en fase de vapor, tomando acetona como compuesto modelo. Para 
ello se utilizó una metodología verde, que combina el uso del muestreo de espacio 
de cabeza (HS) con las medidas de transmisión por  espectroscopia FTIR para el 
análisis de muestras conteniendo benceno, tolueno y para-xileno y etanol. 
Los resultados obtenidos evidenciaron que el método propuesto para la 
compensación de la presencia de acetona, aplicado a los espectros de muestras de 
benceno, tolueno, para-xileno y etanol en fase vapor proporciona una buena 
correlación entre los espectros en ausencia de interferencia y los espectros 
corregidos. Los valores de R son cercanos a 1, siendo los valores de Z después de la 
corrección entre 3.8 y 5.4 y entre 2.71 y 4.7 para etanol y benceno, tolueno y para-
xileno, respectivamente, dependiendo de la región espectral. Los valores de la t de 
Student obtenidos para la comparación entre los espectros corregidos y los 
mismos sin interferencia de acetona, no difieren significativamente para el nivel 
de confianza del 95%, confirmándose la alta similitud espectral en todas las 
regiones estudiadas. Como conclusión, este estudio demostró que el método de 
compensación propuesto para evitar las interferencias de gas y vapor, no se limita 
a la compensación de aire CO2 y H2O y puede aplicarse para la corrección de 
cualquier otro gas presente en la trayectoria óptica del sistema. 
 
Parte 3. Muestras arqueológicas 
Capítulo 8. Predicción de elementos alcalinotérreos en restos óseos por 
espectroscopia de la región del infrarrojo cercano 
Los objetivos principales de este estudio eran el desarrollo de una estrategia de 
bajo coste, rápida y limpia para entender la degradación post-mortem de los 
huesos enterrados causada por el entorno de los mismos y evaluar cómo afecta a 
las distintas partes y tipos de huesos del esqueleto, además de definir una 
estrategia para la selección de huesos mejor preservados y desarrollar estudios 
adicionales más detallados. Al mismo tiempo, se ha desarrollado un método para 
la determinación de diversos elementos en restos óseos mediante el uso de la 
espectroscopia FT-NIR mediante medidas directas por reflectancia junto con 
herramientas quimiométricas como PCA y modelos multivariantes PLS.  
Los resultados indican que FT-NIR proporciona un método analítico rápido, 
directo, sostenible y de bajo coste para la predicción del contenido de calcio, 
magnesio y estroncio en muestras de hueso enterrados y sedimentos, que podría 
ser muy útil para entender los cambios post mortem de los huesos causados por el 
medio ambiente, al tiempo que permitirían seleccionar las muestras de hueso con 
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señales biogenéticas bien conservadas que se pudieran emplear en estudios 
posteriores.  
El PCA ha demostrado que el perfil de elementos alcalinotérreos de las muestras 
de hueso y sedimentos, tal como cabía esperar, es claramente diferente. Además, 
la superficie externa de los huesos esponjosos es más similar a los sedimentos que 
a la superficie de los huesos corticales. Esto confirma que la capa ósea externa de 
los huesos esponjosos está más alterada que la capa superficial de los huesos 
corticales y que la presencia de Ca, Mg y Sr en los mismos es similar a la de las 
muestras de suelo. Por lo tanto, se puede concluir que los factores ambientales 
tienen un mayor impacto en los tejidos esponjosos, que son más susceptibles a los 
procesos diagenéticos que en los huesos corticales. Esta conclusión se alcanzó tras 
la observación de los espectros NIR en los que se distingue la pérdida de la banda 
de absorción de la apatita (el compuesto óseo principal) y la presencia de bandas 
características de la arcilla, especialmente en el estudio de la superficie de huesos 
esponjosos. 
Se ha demostrado que la espectroscopia FT-NIR puede emplearse para predecir 
los contenidos de Ca, Mg y Sr en restos óseos y muestras de suelos, 
encontrándose que los valores de Ca y Sr eran mayores en la parte interna de los 
huesos, frente a los contenidos de Mg que eran más altos en la superficie externa 
de los huesos y en los suelos, y más bajos en la parte interna de los huesos. 
En resumen, el enfoque metodológico desarrollado combina la espectroscopía NIR 
y el análisis estadístico, permitiendo predecir la composición mineral ósea de los 
elementos alcalinotérreos, abriendo una nueva perspectiva para la identificación 
de muestras mejor conservadas en estudios bioarqueológicos e investigaciones de 
la ciencia forense.  
Respecto a las limitaciones del estudio, debe observarse que se basó únicamente 
en la parte mineral de los restos óseos tratados térmicamente y pulverizados 
antes de medir, perdiendo así información de la parte orgánica de los huesos y 
suelos. Además, la falta de sensibilidad de la espectroscopia NIR afecta a la 
capacidad de estas mediciones para la determinación de elementos traza, 
pudiéndose determinar únicamente componentes mayoritarios del hueso, como 
Ca, Mg y Sr. 
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Capítulo 9. Investigaciones forenses de huesos quemados mediante el uso de la 
espectroscopia infrarroja en la región cercana 
El objetivo del estudio fue el de seleccionar las muestras de hueso más adecuadas 
para llevar a cabo estudios forenses y, para ello, se utilizó la evaluación de la 
espectroscopia NIR mediante el uso de herramientas quimiométricas como PCA, 
HCA y PLS-DA.  
Los huesos carbonizados son más propensos que los calcinados a la degradación 
producida por procesos de intercambio con el suelo, por lo que una correcta 
clasificación de los huesos permite asegurar los resultados de los análisis 
posteriores. En este estudio se han analizado tanto la parte interna como la parte 
externa de los huesos quemados, así como muestras de sedimentos, para una 
mejor comprensión de los procesos de modificación ósea post-mortem. Además, 
se evaluó la determinación simultánea de calcio, magnesio y estroncio en los 
huesos quemados por PLS-NIR con el fin de proporcionar herramientas de 
detección respetuosas con el medio ambiente para evaluar la presencia de estos 
elementos minerales en los huesos. 
Se obtuvieron resultados interesantes, utilizando tanto PCA, HCA y PLS-DA, para 
clasificar los huesos quemados a partir de los espectros NIR. El PCA, considerando 
únicamente dos componentes principales. El procedimiento fue capaz de 
discriminar los restos óseos afectados por los procesos diagenéticos post-
deposicionales de los relativamente libres, debido a la falta de intercambios con 
los componentes del suelo. El HCA permitió separar claramente huesos calcinados 
y carbonizados y podría ser útil para predecir, de una forma bastante clara, el 
tratamiento térmico de restos desconocidos. El PLS-DA proporcionó una 
herramienta precisa para discriminar entre huesos calcinados y carbonizados, 
permitiendo clasificar con precisión las muestras desconocidas de huesos 
quemados.  
El uso de la espectroscopia NIR combinada con la quimiometría ha demostrado ser 
una alternativa rápida y sencilla para estimar la concentración de calcio, magnesio 
y estroncio también en huesos quemados, con el objetivo de comprender la 
necrosis post mortem de los restos quemados causada por los cambios mediante 
la degradación ambiental.  
En resumen, se puede concluir que las metodologías propuestas, basadas en el 
uso de la espectroscopia NIR combinada con diferentes herramientas 
quimiométricas, proporcionan una forma rápida y sostenible para seleccionar las 
muestras más adecuadas para realizar estudios forenses y evaluar los elementos 
minerales mayoritarios en los restos óseos. Esto resulta muy importante debido a 
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que los huesos carbonizados son más propensos a los procesos post-
deposicionales que los calcinados, pudiéndose producir errores durante las 
interpretaciones de los datos. Además, los modelos de regresión PLS construidos a 
partir de espectros NIR proporcionaron una herramienta adecuada para predecir 
los niveles Ca, Mg y Sr en los huesos quemados. 
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4. Final Conclusions 
From studies carried out during the development of this Thesis for the application 
of MIR, NIR and Raman spectroscopy in three different areas, such as food 
samples, environmental samples and archaeological samples, the following 
General and Specific conclusions are drawn. 
 
General conclusions 
One of the great advantages of vibrational spectroscopy is its versatility due to 
these techniques allow the analysis different samples regardless of its physical 
state. 
If adequate external calibration is not possible, sample analysis using MIR, NIR or 
Raman spectroscopy combined with the chemometric tools, requires a reference 
samples set with the same characteristics representative of the total data set. In 
addition, in quantitative analysis is necessary a reference method to know the 
properties and concentrations of the analytes, being usually methodologies that 
require sample pre-treatment steps, the use of reagents and solvents, generate 
residues and usually are costly and time consuming. As alternative to these 
reference methodologies, procedures by using vibrational spectroscopy with 
chemometric methods have been developed. These methodologies allow the 
extraction of the required information from the data processing and simultaneous 
determination of several analytes, with reduced or any preparation and 
manipulation of the samples. 
NIR, MIR and Raman spectroscopy allow the inspection and analysis of the 
samples practically in real time, in the production line or through the final product, 
in a fast and simple way. In many cases these techniques provide a non-
destructive analysis, and are considered ideal methodologies for quality control of 
raw materials and quality control of finished products, in the laboratory and 
during the manufacturing process. NIR spectroscopy is less useful for compound 
identification than MIR spectroscopy, but appropriate for quantitative analysis. 
Although MIR spectroscopy has been the most used vibrational technique in 
previous years for the identification of materials, it is gaining strength in the 
quantitative analysis. Usually NIR spectroscopy needs to work with more sample 
quantity than required in the MIR, but like the Raman, can be used without 
manipulation or contact the samples with the measurement material, using 
containers of glass and avoiding possible contamination of the samples. 
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No reagents or solvents are required, thus no hazardous waste is created, 
reducing the testing cost, being lesser in the case of routine testing. 
In addition to the aforementioned conclusions, the specific conclusions are also 
included, according to the works included in this report: 
 
Specific conclusions 
Part 1. Food samples 
Chapter 1. Direct determination of major components in food 
The aim of this study was to evaluate NIR and MIR spectroscopy combined with 
chemometric tools for the direct determination of major components (total fat, 
proteins and carbohydrates) and energy value of processed foods covering from 
baby food, infant fast food and adult menus. 
From the results obtained through this study it can be concluded that the PLS-NIR 
models built after Kennard-Stone selection of a correct calibration set and careful 
selection of spectral ranges, data preprocessing techniques, and latent variables, 
provide a fast and sustainable tool for the analysis of fat, proteins, carbohydrates 
and energy value in samples without using reagents or solvents. 
 
Chapter 2. Determination of polar compounds in oils 
In the study on the comparison of FT-NIR and FT-MIR spectroscopy for the 
determination of polar compounds in frying oils, the results indicated that both 
NIR and MIR techniques combined with the use of PLS multivariate calibration can 
be considered as a fast, direct and sustainable alternative method for the 
determination of TPM in frying oils. In addition, the PCA method facilitates the 
sample classification by distinguishing the high or low TPM content. In summary, 
these studies show that the MIR and especially the NIR technique offer an 
alternative for the quality evaluation of fried oil samples with acceptable 
prediction errors. 
The detailed study of the TPM determination in fried oils by transmission 
measures in the NIR spectroscopy has allowed, from the reduction of the number 
of variables of the spectra, to compare the techniques of MLR and PLS. The 
selection of a number of reduced variables with only 4 wavenumbers chosen 
allowed carrying out the TPM determination with adequate precision and 
predictive capability. 
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The use of chemometric models, applied to fried oils transmission NIR spectra, 
allows the determination of TPM content with RRMSEP values of 6.5% and RPD of 
9.2. Moreover, the MLR-NIR model built from NIR spectra with reduced variables, 
provided a good correlation between the 4 selected wave numbers and the TMP 
content measured by the reference method, with a R2 Pred value of 0.96 and a 
RPD of 5.0. These results are adequate for analytical purposes with excellent 
prediction accuracy and obtained results can be used to design a low cost 
instrument manufactured with a filter system or LEDs that allows working with the 
four selected wavenumbers for a fast and cheap evaluation of frying oil quality. 
 
Chapter 3. Lipid determination in salmon oil 
In the study focused on finding alternatives to hexane as solvent for lipid 
extraction in salmon, studies on the relative solubility of fish components in 
different solvents were carried out using Hansen Solubility Parameter (HSP) and 
Conductor-like Screening Model for Real Solvent (COSMO-RS) methods. In 
addition experimental studies were carried out to compare the efficiency of 
alternative solvents to hexane. 
Hansen and Cosmo-RS simulation studies of the salvation character of different 
solvents for a series of lipid classes present in salmon fish oil indicated that d-
limonene and p-cymene were similar to hexane for solvating TAGs over other 
lipidic compounds. Also, Hansen solubility RED values predicted that CPME could 
be the best solvent to solubilize all compounds considered, being more specific 
than the rest of solvents evaluated for each lipid class. However, obtained 
COSMO-RS values indicate that CPME, EtAc, and MeTHF could solvate in the same 
extent TAGs, DAGs, FFAs, and ergosterol compounds. 
On considering the experimental data found by HPTLC and GC-FID for the analysis 
of salmon fish oil extracts, HPTLC indicate that TAGS were the predominant class 
of the lipid extracted with 73–77% followed by DAGs (15–20%), FFAs (5–6%), and 
ergosterol (2–3%). However, it was found that p-cymene and limonene extracts 
contained increased levels of DAGs and reduced amounts of TAGs than other 
solvent extracts. This phenomenon could be explained by the lipid degradation 
due to the use of temperatures to work using p-cymene and limonene in spite of 
the promising values found by prediction of RED values of HSP and COSMO-RS, 
which indicate that p-cymene and limonene are theoretically the best solvents to 
dissolve TAGs. Moreover, the amounts of fatty acids extracted by using each 
solvent obtained by GC-FID indicated that all solvents provide similar fatty acids 
profile except limonene and especially p-cymene extracts, which had low amounts 
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of some unsaturated fatty acids probably because double bonds present in PUFAs 
are prone to oxidation due to high temperatures involved using of limonene and 
p-cymene. 
The strategy employed in this study could be used as a guide to find alternative 
green solvents to hexane for lipid extraction from different samples. 
In short, it can be concluded that there are some differences between theoretical 
predicted solvation values of lipid class and experimental studies on the use of 
alternative solvents for lipid extractions, and these differences could be 
attributable to computational simulations that do not consider some aspects as 
time and temperature of extraction or other parameters such as enthalpy of 
vaporization or melting point of considered compounds. These conditions can 
modify the lipidic extracted fraction.  
In general, experimental results showed that EtAc was the most suitable solvent to 
replace hexane due to its properties to extract all classes of lipids such as TAGs, 
DAGs, FFAs, and ergosterol in salmon samples. Given that other parameters as 
boiling point, Log P, toxicity category, and energy required for the evaporation of 
the solvent have been considered, it can be concluded that EtAc could be a good 
alternative solvent for the extraction of salmon oil lipids. EtAc does not provides 
emissions of volatile organic compounds, is a biodegradable solvent, and has 
nontoxic effects.  
Alternatively, the exposed strategy could be also useful to evaluate alternative 
solvents in other fields in order to maintain the extraction capability of classic 
solvents but improving the sustainability of the processes by avoiding side effects. 
Considering the lipid extracts of salmon obtained in the experimental part of the 
previous study, it was considered the possibility of evaluating the NIR technique in 
combination with the PLS models for the simultaneous determination of i) fatty 
acids, such as oleic, palmitic, linoleic and linolenic, ii ) families of fatty acids, such 
as omega-3, omega-6, polyunsaturated fatty acids, monounsaturated fatty acids 
and saturated fatty acids, and iii) lipid classes such as triacylglycerides, 
diacylglycerides, free fatty acids and ergosterol in salmon oil. 
The PLS-NIR method developed based on NIR transmission measures, non-
destructive, allows the simultaneous quantification of several fatty acids, as OA, 
PA, ALA and LA as well omega-3, omega-6, PUFAs, MUFAs and SFAs, in addition to 
lipid classes as TAGs, DAGs, FFAs and ergosterol in salmon oil. This strategy avoids 
the use of toxic or dangerous reagents together with a drastic reduction in time 
and energy consumption. However, the accuracy and robustness of the method 
remains at the screening level for palmitic and linolenic acids and MUFAs. So, it 
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can be concluded that PLS-NIR offers a high value screening tool for 
characterization of salmon fish oil samples with some good predictive capability 
for ergosterol, FFAs, DAGs, TAGs, omega-3 and PUFAs. 
 
Chapter 4. Quality control of umami additives by Raman and infrared 
spectroscopy in the near region 
The aim of this study was the development of analytical methods for the 
determination of MSG, GMP and IMP in Umami industrial food additives based on 
direct measurements by vibrational spectroscopy. 
Raman and NIR spectroscopy techniques provide fast and green alternatives to 
determine simultaneously MSG, GMP and IMP in umami additives. For binary 
mixtures composed by GMP and IMP, both techniques combined with PLS offer 
accurate procedures for the quantitative analysis of these samples. However, for 
ternary mixtures composed by MSG, GMP and IMP, results obtained by using NIR 
spectroscopy were better than those found by Raman. In short, these studies 
evidenced that for umami additive analysis, PLS-NIR offers an accurate and precise 
tool for the determination of MSG, GMP and IMP analysis, being a clear green 
alternative to traditional methods, based on the use of chromatographic 
techniques, which present great time consumption and a considerable cost, 
besides requiring the previous dissolution of the sample. 
NIR spectroscopy allows obtaining real-time results without any sample pre-
treatment, being a good alternative method for rapid inspection of food additive 
formulations to ensure the quality of umami mixtures prior to their use in food 
processing. 
 
Part 2. Environmental and agricultural interest samples 
Chapter 5. Evaluation of compost for its posterior use in agriculture using 
infrared spectroscopy NIR and MIR 
Multivariate calibration methods developed using MIR and NIR spectroscopy offer 
a sustainable alternative for the determination of total phenolic compounds in 
compost samples. However, on comparing the main analytical features of the two 
developed methods it can be conclude that NIR provides an improved prediction 
power as compared with MIR; based on the RPD values and RMSEP for the 
validation set of samples was 0.19 mg of gallic acid equivalent per gram of dry 
mass (mg GAE g-1 DW) for NIR and 0.27 mg GAE g-1 DW for MIR. In any cases, the 
two proposed methodologies can be employed for the determination of TPC, 
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being the NIR measurements faster and earlier than MIR ones due to the samples 
are inside of glass vials while MIR needs a clean protocol to avoid cross-
contamination in ATR measurements. However, it is clear that models with NIR 
spectra provided a better modeling (lower values of calibration, cross-validation 
and prediction) than those obtained from ATR-MIR spectra. 
Concerning the prediction of organic carbon and total nitrogen content in compost 
and organic waste samples by infrared spectroscopy, it can be concluded that PLS-
MIR models provide better results than PLS-NIR, without which in neither case can 
be considered excellent. In this sense, it should be noted that NIR and MIR offer 
sustainable green alternatives for the determination of OC and TN, suitable for 
screening purposes. NIR procedure is free from the use of reagents and wastes, 
whereas the MIR ones require small amounts of cell cleaning solvents and 
provides reduced volumes of sample wastes. 
 
Chapter 6. Determination of benzene, toluene, ethylbenzene and xylenes in soils 
by infrared spectroscopy in the middle region in vapor phase 
The aim of this work was to develop a simple methodology that combines the use 
of HS sampling with IR detection for a fast and direct determination of BTEX in soil 
samples, avoiding the use of solvents and reagents, and without chromatographic 
separation. For this purpose, the chemometric treatment of vapor phase spectra 
was used for benzene, toluene, ethylbenzene, ortho-, meta- and para-xylene 
determination by eliminating the spectral interferences from water and CO2 by 
using a methodology developed in our laboratory. 
The results indicated that infrared spectroscopy combined with multivariate 
calibration techniques provides a suitable tool for simultaneous determination of 
BTEX compounds in contaminated soils in a fast way without any sample chemical 
pre-treatment, although it is true that their sensitivity is not comparable to that of 
chromatographic methods. 
The use of headspace for the generation the analyte vapor from samples reduces 
the experimental errors associated with the preparation step and reduces the 
analysis time to 7 minutes, including the heating and measurement time of each 
sample. Additionally, the analysis time can be reduced when several samples are 
heated together. Therefore, it has been shown that the HS-FT-IR offers a suitable 
green technique for the accurate determination of BTEX by PLS calibration with 
coefficients of variation between 0.9-11.2, 0.4-4.7, 1.2-7.2 0.9-9.3, 2.0- 7.0 and 
0.4-8.0% for benzene, toluene, ethylbenzene, ortho-, meta- and para-xylene, 
respectively. For a real sample of contaminated soil, taken from a fuel spill area, 
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PLS models in the 3258-3001 and 913-567 cm-1 region and first derivative and 
mean centered pre-treatment were the best option to determine benzene, 
toluene, ethylbenzene, ortho- and para-xylene, whereas the determination of 
meta-xylene requires the use of the second derivative and the mean center as 
data pre-treatment in the region of 913-567 cm-1. 
 
Chapter 7. Vapor Corrections in Infrared Spectroscopy 
The presence of spectral interferences is a problem to obtain accurate results 
when using infrared spectroscopy. For this reason, the aim of this study was to 
evaluate a flexible and automated method for avoiding the spectral interferences 
of organic vapors in FTIR spectra measured in vapor phase, taking acetone as a 
model compound. For this purpose, a green methodology was used, combining 
the use of head space sampling (HS) with FTIR spectroscopy transmission for the 
samples analysis containing benzene, toluene and para-xylene and ethanol. 
The results obtained evidenced that the proposed method for the compensation 
of the presence of acetone, applied to the spectra of samples of benzene, toluene, 
para-xylene and ethanol in vapor phase provides a good correlation between 
spectra in the absence of interference and corrected spectra. The values of R are 
close to 1, the values of Z after correction being between 3.8 and 5.4 and between 
2.71 and 4.7 for ethanol and benzene, toluene and para-xylene respectively, also 
depending on the spectral region. The Student t values obtained for the 
comparison between corrected spectra and the same ones without acetone 
interference do not differ significantly for the 95% confidence level, confirming the 
high spectral similarity in all the studied regions. In conclusion, this study 
demonstrated that the proposed compensation method to avoid gas and vapor 
interference is not limited to CO2 and H2O air compensation and can be applied for 
the correction of any other gas present in the optical path of the system. 
 
Part 3. Archaeological samples 
Chapter 8. Prediction of alkaline earth elements in bone remains by 
spectroscopy of the near infrared region 
The main objectives of this study were to develop a low-cost, fast and clean 
strategy to understand post-mortem degradation in buried bones caused by the 
environment and to evaluate how it affects the different skeletal parts and types 
of bones, in addition to defining a strategy to select bones better preserved and to 
develop further detailed studies. At the same time, a method has been developed 
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for the determination of various elements in skeletal remains by the use of FT-NIR 
spectroscopy by using direct measurements by reflectance along with 
chemometric tools such as PCA and PLS multivariate models. 
The results indicate that FT-NIR provides a fast, direct, sustainable and low cost 
analytical method for the prediction of calcium, magnesium and strontium content 
in buried bone and sediments samples, and it could be very useful to understand 
post mortem changes of bones caused by the environment, at the same time 
allowing bone samples selection with well-preserved biogenetic signals that could 
be used in later studies. 
PCA has demonstrated that the alkaline earth elements profile of bone and 
sediment samples, as expected, is clearly different. In addition, the external 
surface of spongy bones is more similar to sediments than to the surface of 
cortical bones. This confirms that the outer bone layer of spongy bones is more 
altered than the cortical surface and that the presence of Ca, Mg and Sr in the 
same is similar to that of the soil samples. Therefore, it can be concluded that 
environmental factors have a greater impact on spongy tissues, which are more 
susceptible to diagenetic processes than to cortical bones. This conclusion was 
reached after observation of the NIR spectra in which the loss of the absorption 
band of apatite (the main bone compound) and the presence of clay bands, 
especially in the study of the surface of spongy bones. 
It has been shown that FT-NIR spectroscopy can be used to predict the Ca, Mg and 
Sr contents in skeletal remains and soil samples. Ca and Sr values were found to be 
higher in the internal bones of bone samples compared to Mg contents that were 
higher in the external bone surface and soils, and lower in the internal part of 
bones. 
In summary, the methodological approach developed combines NIR spectroscopy 
and statistical analysis, allowing to predict the mineral bone composition of the 
alkaline earth elements, opening a new perspective for the identification of better 
preserved samples in bioarchaeological studies and forensic science investigations. 
Regarding the limitations of the study, it should be noticed that it was based only 
on the mineral part of the bone remnants which were treated thermally and 
pulverized before measurements, thus losing information from the organic part of 
the bones and soils. Additionally, the lack of sensitivity of NIR spectroscopy affects 
the capability of these measurements to determine trace elements, being able to 
determine only major components of the bone, such as Ca, Mg and Mr. 
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Chapter 9. Burned bones forensic investigations by the use of infrared 
spectroscopy in the near region 
The aim of the study was to select the most suitable bone samples to carry out 
forensic studies and, to do it, the evaluation of NIR spectroscopy was employed 
being used chemometric tools as PCA, HCA and PLS-DA. 
Carbonized bones are more prone than calcined ones to degradation produced by 
exchange processes with the soil, so a correct classification of the bones allows 
ensuring the subsequent analysis results. In this study internal part, external part 
of burned bones and sediment samples were analysed for a better understanding 
of post-mortem bone modification processes. Furthermore, it has been evaluated 
the simultaneous determination of calcium, magnesium and strontium in burned 
bones by PLS-NIR in order to provide environmentally friendly screening tools to 
evaluate the presence of mineral elements in bones. 
Interesting results were obtained using PCA, HCA and PLS-DA to classify burned 
bones. PCA, using two principal components, was able to discriminate bone 
remains affected by post depositional diagenetic processes to those relatively free 
due to their lack of exchanges with the soil components. HCA permitted to clearly 
separate calcined and carbonized bones and could be useful to roughly 
understand the thermal treatment of unknown remains. PLS-DA provided an 
accurate tool to discriminate between calcined and carbonized bones and to 
classify accurately unknown burned bones.  
The use of NIR spectroscopy combined with chemometrics has been shown to be a 
fast and simple alternative for estimating the calcium, magnesium and strontium 
concentration in burned bones in order to understand post mortem necrosis of 
burned remains caused by the environmental degradation changes. 
In short, it can be concluded that the proposed methodologies, based on the use 
of NIR spectroscopy combined with different chemometric tools, provide a fast 
and sustainable way to select the most suitable samples for forensic studies and to 
evaluate the majority mineral elements in the bone remains. It is very important 
because the carbonized bones are more prone than the calcined ones to the post-
depositional processes, and those can produce errors during data interpretations. 
In addition, PLS regression models built from NIR spectra provided a screening tool 
to predict Ca, Mg and Sr levels in burned bones. 
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